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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen 


Die Anreicherungskultur 
einiger Schwefelpurpurbakterien * 


Von 
H. G. SCHLEGEL und N. PFENNIG 


Mit 12 Textabbildungen 
(Hingegangen am 23. Juli 1960) 


Als Schiiler von J. BupER hatte der eine von uns die groBen Schwefel- 
purpurbakterien Chromatium okenii und Thiospirillum jenense kennen- 
gelernt und an ihnen reizphysiologische Untersuchungen angestellt 
(SCHLEGEL 1950, 1956). Da es noch nicht gelungen war, diese zuerst von 
EHRENBERG (1838) beschriebenen Organismen dauernd in Kultur zu 
halten, wurde das fiir die Untersuchungen benétigte Zellmaterial laufend 
von einem an diesen Organismen reichen Standort, einem Teich in Ostrau 
bei Halle, entnommen und einige Wochen in Vorrats-StandgefaBen am 
Licht gehalten. 

Die ausnehmende GroBe und prachtige Farbung dieser Purpurbak- 
terien, ihr wechselnder Gehalt an stark lichtbrechenden Schwefeltrépf- 
chen, ihre Beweglichkeit und ihr phototaktisches Verhalten lassen sie dem 
Biologen zu unvergeBlichen Studienobjekten werden. Es verwundert 
deshalb nicht, da immer wieder versucht worden ist, diese Organismen 
nicht nur am natiirlichen Standort zu beobachten, sondern ihnen im 
Laboratorium in Dauer- und Reinkulturen Entwicklingsméglichkeiten 
zu bieten. Solche Versuche fiihrten bisher nicht zum Ziel. Diesen Umstand 
hat fiir die Thiospirillen unlangst van Nrex, der beste Kenner der 
Purpurbakterien und ihrer Okologie, herausgestellt : 

,At present we are... completely ignorant of the factors that permit 
the occasionally observed mass development of the red sulphur spirilla. 
A more complete knowledge of their ecology should go far towards 
solving the problem of culturing these interesting organisms; as far as 
I know, not a single representative of this group has yet been isolated in 
pure culture, nor has it been possible even to propagate them in the 
laboratory in crude cultures“ (vAN Nrex 1955). Diese auf T'hiospirillum 
jenense und seine Verwandten abzielenden Bemerkungen gelten fiir die 
groBen Chromatien ebenfalls. 


* Herrn Prof. Dr. J. Buber zum 75. Geburtstag gewidmet. 
Arch. Mikrobiol., Bd. 38 
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Soweit bisher Untersuchungen iiber den Stoffwechsel, die Beweglich- 
keit und das reizphysiologische Verhalten dieser Formen vorliegen, wur- 
den sie an Standortmaterial vorgenommen, das im giinstigsten Falle 
iiber mehrere Monate hinweg in Rohkulturen am Leben erhalten wurde 
(WrnoGRADSKy 1887, 1888; BrtyERINcK 1893; BUDER 1915, 1919; 
SCHLEGEL 1950). 

Die vorliegende Arbeit ist das Ergebnis von Beobachtungen am Stand- 
ort und an Laboratoriumskulturen sowie von Kulturversuchen. Sie 
fiihrte zur Ausarbeitung spezifisch-selektiver Anreicherungsbedingungen 
fiir Chromatium okenii, Chromatium warmingii und Thiospirillum jenense. 


I. Organismen 


Chromatien und Thiospirillen sind die Prototypen der Thiorhodaceae. 
Chromatium okenit und Thiospirillum jenense wurden zusammen mit 
Chromatium rubescens und Chromatium vinosum in Ziegenhain bei Jena 
von EHRENBERG entdeckt und in seinem Werke ,,Die Infusionstierchen 
als vollkommene Organismen“ (1838) beschrieben. Die beiden erst- 
genannten Formen sind nicht nur die gréBten unter den Purpurbakterien, 
sondern gehéren zu den Riesen unter den Bakterien — ,,Mammuth* wie 
Conn 1875 es ausdriickt. Sie sind seither mehrfach aufgefunden, charak- 
terisiert und untersucht worden (WINOGRADSKY 1887, 1888; BEIJERINCK 
1893; Bupmr 1915, 1919, 1920; Bavenpamm 1924; van Nrex 1932; 
MantEN 1942). 

Die fiir die Gruppe kennzeichnende prachtige Fairbung beruht auf dem 
Gehalt an Pigmenten, eines chlorophyllaihnlichen blaugriinen und eines 
roten Farbstoffes, bei denen es sich um Bakteriochlorophyll (Noack u. 
SCHNEIDER 1933; FiscuEer, LAMBRECHT u. MITTENZWEI 1938; Mrrren- 
ZWEI 1942) und ein Gemisch von Carotinoiden handelt (vgl. spektrale 
Absorptionskurven Abb.4a—e). 

Das zweite spezifische Merkmal dieser Organismen stellen die in H,S- 
haltigen Medien auftretenden stark lichtbrechenden sphiarischen Ein- 
schliisse dar, bei denen es sich um Schwefelkugeln handelt, wie zuerst 
CRAMER (1870) an Beggiatoa und Coun (1875) an Lamprocystis roseopersi- 
cina, Chromatium okenii und Thiospirillum jenense nachgewiesen haben. 

Chromatien und Thiospirillen sind mit einer aus einem GeiBelbiischel 
bestehenden polaren GeiBel aktiv beweglich. Sowohl am Kulminations- 
punkt ihrer Entwicklung am Standort als auch bei optimalem Wachs- 
tum im Kulturglas kommen alle Zellen zum Schwarmen; sie bilden 
Wolken“, ,,Bakterienhorizonte‘’ oder ,homogene Suspensionen‘‘. Im 
Schwarmen kann man den physiologischen Normalzustand der Zellen 
sehen. Unter suboptimalen oder ungiinstigen Wachstumsbedingungen 
treten anormal gestaltete Zellen auf, die sich in Form von Wandbeligen 
festsetzen oder Sedimente bilden (vaN Nret 1932). 
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Nach den bisherigen Untersuchungen entwickeln sich die Thio- 
rhodaceae unter anaeroben Bedingungen bei Vorhandensein von Schwefel- 
wasserstoff und Kohlendioxyd im Licht; sie reprisentieren damit einen 
eigenen Stoffwechseltyp, der als Photoautotrophie (PRINGSHEIM 1932) 
oder Photolithotrophie (Lworr u. Mitarb. 1946) bezeichnet worden ist. 
Hinige Vertreter gedeihen auch unter Verwendung organischer Substrate; 
wie weit die Photoorganotrophie unter den Thiorhodaceae verbreitet ist, 
bleibt festzustellen. Einzelheiten iiber die Morphologie, Okologie und 
Physiologie finden sich in den zusammenfassenden Darstellungen von 
BavEenDAMM (1924, 1934, 1936) und insbesondere vom Standpunkt einer 
vergleichenden Betrachtungsweise in den Schriften von van Nie (1932, 
1936, 1941, 1949, 1954). 

Mit der Verwertung von Strahlungsenergie und der Beweglichkeit 
steht die Lichtreizbarkeit der Purpurbakterien im Zusammenhang. Ein 
eigenartiger Mechanismus, auf eine Herabsetzung der Lichtintensitat mit 
einer Schlagumkehr der GeiBel zu reagieren, fiihrt sie bei ihrem planlosen 
Umherschwimmen immer wieder ins Licht zuriick. Diese phobophoto- 
taktische Reaktionsweise ist seit ihrer Entdeckung an dem kleinen 
Bacterium photometricum®: (ENGELMANN 1883, 1888) auch an den 
groBen Schwefelpurpurbakterien mehrfach untersucht worden (BUDER 
1915, 1919; ScHtEGEL 1950). 


a) Chromatium okenti Perty 


wurde von seinem Entdecker zu Ehren von L. OKEN als Monas okenii 
beschrieben ,,Monas corpore cylindrico, aequabili, parwmper curvato, ter 
quaterve longiore quam lato, utrinque rotundato, 1/192 lineae attingens, 
volutando procedens, vacillans, rubra; socialis‘‘ (1838) und spater in 
Chromatium okenii umbenannt (PERTY 1852). Die schwach gekriimmten, 
etwa nierenformigen Zellen sind 15—20y lang und 6 yw dick. Bei den 
von uns in Anreicherungskultur gezogenen Zellen (Abb.1) streuten die 
Abmessungen zwischen 5—6,5 uw Dicke und 8—15 yw Lange; die gréBten 
waren kurz vor der Teilung 20—23 w lang. Ihre Gestalt wird zum Teil 
durch den Gehalt an Schwefelkugeln bestimmt; sind sie damit reich 
versehen, so nehmen sie Tonnenform an. Im tibrigen erwiesen sich die 
Zellen unter Bedingungen, bei denen sie wachsen und sich teilen, in 
ihrer Form und Gré8e als relativ konstant. Lediglich bei der Uberfithrung 
in suboptimale oder unzutragliche Nahrlésungen kommt es zur Aus- 
bildung von Riesenzellen oder spindelf6rmigen Involutionsformen. 


Die Schwefelkugeln sind bei Chromatium okenii gleichmaBig tiber den 
Zellraum verteilt und weder wand- noch polstandig. Man sieht haufiger 
wenige groBe als viele kleine Kugeln. Bei Belichtung in Gegenwart von 
Kohlendioxyd und unter Ausschlu8 von Schwefelwasserstoff verschwin- 


den die Schwefelkugeln, und die Zellen erscheinen schlanker. 
1* 
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Die Zellen sind purpurrot gefarbt; Suspensionen von S-freien Zellen 
erschienen lackfarben, solche von S-haltigen pastellfarben oder — um 
einen treffenden Ausdruck van NrEts (1932) wiederzugeben — ,,kalkig”. 
Die Farbung ist so intensiv, daB selbst die Einzelzellen stark gefarbt 
erscheinen. 

Die Zellen sind durch eine in gestrecktem Zustand etwa 25 —30 lange 
teiBel, die ein GeiBelbiischel von bis zu 40 EinzelgeiBeln (BUDER 1915; 


at 
i} 


Abb.1. Chromatium okenii (Perty), Stamm Ostrau aus Klirschlamm-Anreicherungskultur. 
Hellfeld-Lebendaufnahme; Gesamtvergr. 960 mal 


KoLKwitz 1927) darstellt, beweglich. Die GeiBel wirkt bei Chromatium 
als SchubgeiBel. Die Stabilitét der Vorwairtsbewegung ist gering; wie 
bei anderen polar begeiBelten Bakterien entsteht das Bild einer taumeln- 
den Bewegung. Wird durch einen Lichtreiz eine Umkehr der Schwimm- 
richtung bewirkt, so wird die GeifBel dem Kérper vorangetragen: die 
Geschwindigkeit dieser Riickwartsbewegung ist viel geringer als die der 
Vorwartsbewegung. 


b) Thiospirillum jenense Winogradsky 
wurde zusammen mit Chromatium okenii von EHRENBERG entdeckt 
und als Ophidomonas jenensis (Jenaische Schlangenmonade) beschrieben 
0. corpore spiraliter curvato tenuissimo, utroque fine aequaliter obtuso, 
4Svam lineae partem longo, olivaceofuscescente’* (EHRENBERG 1838). Mit 
einem Durchmesser von 3,5—4,5 4 und einer Linge von 30—40 u ist 
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Thiospirillum ein Riese unter den Bakterien. Sein Korper verlauft in 
einer Schraubenwindung und tragt am Hinterende eine kurze (13—14 u 
lange) GeiBel, die wie bei Chromatium aus einem GeiBelschopf besteht, aber 
dicker und starrer ist. Der Koérper ist hier ebenfalls mit Schwefelkugeln 
angefiillt, das Hinterende ein wenig zugespitzt und schwefelfrei (Abb. 2). 

In rascher Entwicklung begriffene Kulturen enthalten vorwiegend 
kleine Zellformen von zwar demselben Durchmesser, aber nur der halben 


Hellfeld-Lebendaufnahme; Gesamtvergr. 960 mal 


Lange (Abb.2). Der schwach gekriimmte, am Hinterende zugespitzte 
Organismus steht gestaltlich einem Vibrio naher als einem Spirillum. 

Suspensionen von Thiospirillum jenense erscheinen pastellfarben- 
orangebraun. Die Zellen sind weniger intensiv gefarbt als die von Chro- 
matium und haben unter dem Mikroskop eine schwach griingelbliche 
Tonung. 

Die Gei®el fungiert hier ebenfalls als SchubgeiBel. Die Bewegung ist der 
von Chromatium ahnlich; jedoch ist die Stabilitét der Bewegung aut 
Grund des Vorliegens einer freien Achse bei der Rotation des Zelleibes 
groRer. Beim Riickwartsschwimmen klappt der GeiBelschwingungsraum 
in der bekannten Weise ,,regenschirmartig“ iiber das Hinterende zuriick 


(BUDER 1915). 


c) Chromatium warmingii Migula 
ist 1874 von WarminG in Buchten der danischen Kiisten, in denen 
Tange faulten, gefunden und von Conn (1875) als Monas warmingit 
niher beschrieben und abgebildet worden: 
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Sie ist in Gestalt der Monas okenii ahnlich, doch etwas robuster; ihr Korper 
ist wasserhell, von blaSrothem, dichtem Protoplasma gebildet und nur an den 
beiden abgerundeten Enden mit dunkelrothen Kérnchen erfillt; die Lange betragt 
15—20 Mikrom., die Breite 8 Mikrom.; doch kommen auch kleinere vor, ihre 
Bewegung ist taumelnd, doch viel lebhafter als die von Monas okenti; ... Higen- 
thiimlich ist das Verhalten der Kérnchen bei der Quertheilung; wahrend in der 


Abb.3. Chromatium warmingii (Migula), Stamm Ostrau aus Klirschlamm-Anreicherungskultur. Im 
rechten Bildteil sind die GeiBeln sichtbar. Hellfeld-Lebendaufnahme; Gesamtvergr. 960 mal 


ungetheilten Monade die Mitte véllig kérnerlos ist, bilden sich bei Beginn der 
Theilung von beiden Randern her in der Mittellinie dunkle Kérnchengruppen, 
welche in demselben Mafe nach innen wachsen, als die Einfurchung selbst fort- 
schreitet, so daB nach vollendeter Theilung jede Halfte an ihren beiden Enden 
die charakteristischen Kérnchenhaufen zeigt‘ (CoHN 1875). 


Nach der Darstellung von Coun sind sowohl in der blaBroten Farbung 
als auch in der bipolaren Anordnung der Schwefelkugeln die charak- 
teristischen Merkmale von Chromatium warmingii zu sehen, die es von 
Chromatium okenii unterscheiden. Die von ihm angegebenen Abmessun- 
gen beziehen sich wohl auf die gréBten der von ihm beobachteten Organis- 
men, ,,doch kommen auch kleinere vor“. 


Auf die von uns in Anreicherungskultur genommene Form (Abb.3) 
trifft die Beschreibung Couns zu; lediglich die GréBenverhialtnisse weichen 
davon ab. Die Abmessungen der Zellen unseres Stammes betragen im 
Mittel 3,5—4,5 x5—10 w; die GeiBel ist 15—20 uw lang. Nachdem bereits 
BEWERINCK (1893) diese kleinere Form (4 x10) in den Handen hatte 
und sie seither mehrfach beschrieben worden ist (Ewart 1897; BAvEN- 
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DAMM 1924), bestehen an der Identitaét unseres Organismus mit Chro- 
matium warmingii keine Zweifel. BavENDAMM (1924) benennt die kleine 
Form neu ,,Chromatium warmingii forma minus‘, um sie gegen die von 
CouN beschriebene gréBere Form abzugrenzen. 


d) Spektrale Absorptionskurven 


Uber die Pigmente der Schwefelpurpurbakterien, die wir in Anreiche- 
rungskultur gezogen haben, gewannen wir durch Aufnahme der spek- 
tralen Absorptionskurven an lebenden Zellen erste Anhaltspunkte. AuBer 
den bereits genannten Arten (Chromatium okenii, Chromatium warmingii 
und Thiospirillum jenense), an deren Charakterisierung hauptsdchlich 
gelegen war, bezogen wir noch einen Vertreter der kleinen Chromatien 
(Chromatium vinosum; Abb.11) und eine unbewegliche Art (Amoebo- 
bacter spec.; Abb.10) in die Untersuchung ein. Wir maBen die Absorption 
an Zellen, die zur Herabsetzung der Lichtstreuung zunachst durch 48 Std 
lange Belichtung in einer H,S-freien, CO,-haltigen Lésung (0,1°/, CaSO,, 
0,2°/, NaHCO;, 0,1°/, Na-Ascorbinat, py 6,6) von Schwefeltrépfchen 
befreit worden waren. Die Zellen wurden nach Barer (1955) in einer 
HiweiBlésung, deren Brechungskoeffizient dem der lebenden Zellen 
weitgehend ahnlich ist (30°/, Rinderserumalbumin) suspendiert. Wir 
l6sten das Serumalbumin in 0,1°/, Na-Ascorbinat, um eine mdgliche 
sekundére Oxydation sauerstoffempfindlicher Pigmentkomponenten 
dieser streng anaeroben Zellen zu verhindern. Die Extinktion dieser 
Suspensionen wurde in 0,5 cm-Cuvetten im Beckman-Spektrophotometer 
(Modell DU) im Bereich von 340—1000 my in Intervallen von 5 mu 
gemessen. Die gewonnenen Absorptionskurven (Abb.4) weisen unter- 
einander groBe Ahnlichkeit auf und lassen Riickschliisse auf die vor- 
handenen Pigmente und ihre relativen mengenmabigen Anteile zu. 


Gemeinsam sind den Absorptionskurven die Maxima bei 375 und 
590 my und ein oder mehrere Gipfel im nahen Infrarot. Diese Absorptions- 
maxima entsprechen der Bakteriochlorophyllabsorption. Die Mehr- 
gipfligkeit kann auf die Absorption von drei verschiedenen Komponenten 
zuriickgefiihrt werden, welche bei 800, 850 und 890 mu maximal absor- 


bieren. 


Seit der Analyse des aus Purpurbakterien isolierten griinen Pigments (Noack 
u. SCHNEIDER 1933) ist bekannt, da die Bakteriochlorophylle aus Rhodovibrio 
(Athiorhodaceae) und einem Vertreter der kleinen T'hiorhodaceae (Stamm Gaffron) 
miteinander identisch sind (FIscHER u. HasenKamp 1935; FiscHER, LAMBRECHT 
u. Mrrrenzwet 1938). Ein Vergleich der Infrarotabsorptionsspektren in vitro und 
in vivo hatte gezeigt, daB die an lebenden Zellen gemessenen Absorptionsmaxima 
bei 800, 850 und 890 my lediglich vom Bakteriochlorophyll herrithren (Karz u. 
Wasstnk 1939; Wasstnk, Katz u. Dorrestern 1939). Das Auftreten mehrerer 
(,,iiberzahliger‘) Maxima im Infrarotgebiet wird auf das Vorliegen mehrerer 


8 H. G. ScHLEGEL und N. PFENNIG: 


verschiedener Bakteriochlorophyll-Protein-Komplexe (WasstINK, Katz u. DoRrRE- 
STEIN 1939) oder verschiedenartiger mit Bakteriochlorophyll verbundener ,,Trager- 
molekiile’ zuriickgefiihrt (DuyseNns 1952). In waBrigen Extrakten zerriebener 
Bakterien werden sowohl 
die Absorption als auch die 
Fluorescenz der drei Ab- 
sorptionstypen in verschie- 
denem Mae durch pq- 
Verainderungen _ beeinfluBt 
(THomMAS, GOEDHEER u. 
Komen 1956a u.b). Die 
Gegeniiberstellung der Ab- 
sorptionskurven des Wild- 
stammes und einer caroti- 
noidfreien Mutante von 
es Rhodopseudomonas sphaero- 

| | | _—) ides fiihrte dariiber hinaus 
Lae =a = zu der Annahme, daf auf 
die Anzahl der Bakterio- 
chlorophyll-Absorptionsban- 
denim nahen Infrarot auch 
Art und Menge der vor- 
handenen Carotinoide von 
EKinflu8 sind (GRIFFITH u. 
STANIER 1956; SISTROM, 
GRIFFITH u. STANTER 1956). 
Absorptionskurven von iso- 
lierten Chromatophoren aus 
Chromatium (Stamm D), das 
in Gegenwart von Diphenyl- 
amin gewachsen und sehr 
carotinoidarm war, lassen 
ebenfalls erkennen, daB eine 
Beziehung zwischen der 
Feinstruktur des Infrarot- 


as) * oa * 
Chromatium vinosum 


0 spektrums und dem Gehalt 
10— ae av — 7 an Carotinoiden besteht 
L A Chromatium warmingli (BERGERON u. FULLER 1959). 


Weitere dem Bakteriochloro- 
phyll zugehérige Absorp- 
tionsbanden sind die bei 
375 und 590 mu; nach bis- 
herigen Beobachtungen ist 
ihre Lage weder von Art zu 
Art noch unter verschie- 
denen Kulturbedingungen 
Schwankungen unterworfen. 


Die Absorption im Be- 
reich von 400—600 mu 
ist auf den Gehalt an 
aa Carotinoidpigmenten zu- 
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riickzufiihren ; davon absorbieren die gesattigten und teilweise ungesat- 
tigten gelben Carotinoide im kiirzerwelligen (400—520 mu) und die 
Hydroxy-, Oxo- und Methoxygruppen enthaltenden roten und purpurnen 


Tame oneal “i 
woh moebobacter spe. | 
Ge 
L 
Ge 
O4 


og \____1_____ —— ~real 


T 
6 Chromatium okenti 


0 2 
400 500 600 700 E00 300 Ty 1000 


Abb. 4. Spektrale Absorptionskurven intakter Zellen von Thiospirillum jenense, Stamm G6ttingen, 
Chromatium vinosum, Chromatium warmingii, Amoebobacter spec. und Chromatium okenii, Stamm 
Ostrau. — Gewaschene, schwefelfreie, lebende Zellen wurden in 30°/, Rinderserumalbumin +0,1°/) 
Na-Ascorbinat suspendiert; die Extinktion wurde mit dem SBeckman-Spektrophotometer, 
Modell DU von 340—1000 my in Intervallen von 5 uw gemessen (Niheres im Text 8.7) 


Oxycarotinoide im langerwelligen Teil dieses Spektralbereichs. Fiir 
ein reines Carotinoidpigment ist eine dreigipflige Absorptionskurve kenn- 


zeichnend. 

DaB die rote Pigmentkomponente der Purpurbakterien aus einem Gemisch von 
Carotinoiden besteht, ist seit Morniscu (1907) mehrfach bestatigt worden; es sei 
hier nur auf die eingehende Darstellung von van NrEx (1944) verwiesen. Kine voll- 
standige Analyse der Carotinoide von Rhodospirillum rubrum haben jiingst JENSEN 
u. Mitarb. (1958) angestellt. Untersuchungen, die dieser Studie an Vollstandigkeit 
und Genauigkeit vergleichbar sind, liegen iiber die Carotinoide eines Schwefel- 
purpurbakteriums noch nicht vor. Luvy, Tutsstur u. WURMSER (1925) haben die 
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Absorptionsbanden der Carotinoide aus Chromatium okenii festgehalten, das zu- 
fallig in einem Wasserbehalter zur Massenentwicklung gelangt war. 


Die Absorption der Carotinoidpigmente bestimmt zusammen mit dem 
Absorptionsgipfel des Bakteriochlorophylls bei 590 my die Farbe der 
Purpurbakterien, die — wie oben beschrieben — von Art zu Art zwischen 
gelbbraun, purpurrot und violett variiert. Eine gut ausgebildete drei- 
gipflige Absorptionskurve (Zhiospirillum jenense und Chromatium 
vinosum) deutet darauf hin, daB eine Carotinoid-Komponente im Uber- 
schu8 gegeniiber den anderen vorhanden ist. Ein breites Maximum 
(Chromatium okeniti und Chromatium warmingii) zeigt an, daB ein 
Gemisch mehrerer Carotinoide in etwa den gleichen Mengenverhaltnissen 
vorliegt. Ein hoher Gehalt an Oxycarotinoiden gibt sich durch die Ver- 
lagerung des Absorptionsschwerpunktes in den langerwelligen Bereich 
(550—600 mu) zu erkennen; dabei wird auch das Bakteriochlorophyll- 
Maximum bei 590 mu mit angehoben (Chromatium okenit und Chroma- 
tium warmingit). 

Die an Suspensionen lebender Zellen aufgenommenen spektralen 
Absorptionskurven lassen die Beziehungen zwischen Farbe und Pigment- 
gehalt gut erkennen. Die gelbbraune bis lachsfarbene Ténung der Suspen- 
sionen von Thiospirillum jenense wird hauptsdchlich von Carotinoiden 
verursacht, von denen eines — mit Maxima bei 460,488 und 520 my (in 
vivo) — in einem groBen Uberschu8 vorhanden ist. Die lachsfarben- 
rotliche Ténung von Chromatium vinosum scheint auf ein und dasselbe 
Carotinoid zuriickzugehen, das ebenfalls mengenmaBig iiberwiegt. Die 
weniger gute Auspragung der Dreigipfligkeit, d.h. Maxima bei 465 und 
488 my und eine Schulter bei 520 mu, sowie die Andeutung einer Schulter 
bei 550 mu deuten darauf hin, daB daneben ein langerwellig absorbieren- 
des Carotinoid in nicht unerheblicher Menge vorhanden ist. Letzteres ist 
fiir die gegeniiber Thiospirillum jenense etwas mehr rétliche Farbe von 
Chromatium vinosum verantwortlich. 

Bei Chromatium warmingii ist die Mehrgipfligkeit der typischen 
Carotinoidabsorptionskurve noch angedeutet. Das Maximum bei 522 mu 
und die eben noch sichtbaren Schultern bei 470, 495 und 555 my lassen 
erkennen, dafi mehrere Carotinoidpigmente in etwa gleichen Mengen 
nebeneinander vorliegen; daB zumindest eines davon ein Oxycarotinoid 
ist, kommt in der relativ starken Anhebung des Bakteriochlorophyll- 
Maximums bei 590 mu zum Ausdruck. Im Vergleich zu Thiospirillum 
jenense und Chromatium okenii ist Chromatium warmingii als carotinoid- 
arm zu bezeichnen: der violette Farbton von Suspensionen lebender 
Zellen wird durch die Oxycarotinoide und die Bakteriochlorophyll- 
absorption bei 590 mw hervorgerufen. 

Noch carotinoidarmer ist Amoebobacter spec. Mit schwach angedeuteten 
Schultern bei 470 und 495 mu und einem Maximum bei 530 my ist die 
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spektrale Absorptionskurve der von Chromatium warmingii ahnlich. 
Durch die Absorption der Oxycarotinoide wird die Bakteriochlorophyll- 
bande bei 590 my ebenfalls angehoben. 


Aus der Reihe der genannten Organismen ragt Ohromatium okenii 
durch seinen im Verhiltnis zum Bakteriochlorophyllgehalt hohen Gehalt 
an Carotinoiden hervor; das Absorptionsmaximum iiberragt hier den 
Bakteriochlorophyllgipfel bei 375 my. Das Fehlen jeder Andeutung eines 
Nebenmaximums oder von Schultern sowie die Lage des Maximums bei 
515 my sprechen dafiir, daB hier ein relativ ausgeglichenes Gemisch von 
Carotinoiden und Oxycarotinoiden vorliegt; der einen blaugriinen Ton 
bewirkende Bakteriochlorophyllgehalt ist nur von geringem EinfluB auf 
den Farbton. Das klare Purpurrot von Chromatium okenii laBt sich somit 
aus der spektralen Absorptionskurve gut verstehen. 


Auf weitere Beziehungen zwischen Pigmentgehalt und Farbe und die 
Analogien zu den roten und braunen schwefelfreien Purpurbakterien soll 
erst nach der Identifizierung und quantitativen Erfassung der Pigmente 
eingegangen werden. 


II. Verbreitung der grofen Schwefelpurpurbakterien und Bedingungen 
ihres Auftretens am Standort 


Da wir die Hinweise fiir die Anreicherung der groBen Schwefelpurpur- 
bakterien, ihre Abtrennung von stérenden Begleitorganismen und ihre 
Reinkultur vorwiegend 6kologischen Beobachtungen verdanken, seien 
diese in gedrangter Form unter Wiirdigung der klassischen Arbeiten 
mitgeteilt. 

Hinsichtlich der zahlreichen alteren Arbeiten sei auf die ausgezeichnete 
Monographie von BAvENDAMM (1924) verwiesen, der die bis dahin vor- 
liegenden Einzelbeobachtungen zusammen mit eigenen Befunden und 
Deutungen iibersichtlich dargestellt hat. Die Mehrzahl seiner Beobach- 
tungen und Folgerungen sind mit unseren identisch. 


Den natiirlichen Standort, an dem Schwefelpurpurbakterien vorkom- 
men und zu einer Massenentwicklung gelangen, insbesondere die Bedeu- 
tung des Schwefelwasserstoffs hat bereits WInoGRADSKY (1888) 


treffend geschildert: 


sie sind tiberall in Siimpfen und Tiimpeln verbreitet selbst da, wo man ihr 
Vorkommen nicht ahnt, weil sie nur in héchst unbedeutender Menge zugegen und 
durch direkte mikroskopische Untersuchung des Wassers oder Schlammes nicht 
zu entdecken sind. Eine namhafte Vermehrung erreichen sie nur in Gewassern, 
welche eine gewisse Menge Schwefelwasserstoff gelést enthalten. Eine H,S-Aus- 
scheidung kann auch in jedem Sumpfe vor sich gehen, wo pflanzliche Uberreste 
faulen; ... Sind in der Natur oder in einem GefaBe die Spezialbedingungen fiir das 
Leben der Schwefelbakterien geschaffen, so erscheinen sie, und zwar gewohnlich 
nicht eine vereinzelte Form, sondern einige oder mehrere Formen zusammen‘. 
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Das hat ,,seinen Grund darin, da ihnen gleiche physiologische Eigenschaften zu- 
kommen, wenigstens in Betreff der Rolle, welche H,S respektive S in ihren Lebens- 
prozessen spielen“ (1888). 


Die Bedeutung des zweiten Faktors, der neben Schwefelwasserstoff die 
Entwicklung von Schwefelpurpurbakterien bedingt, das Licht, blieb von 
Wrvoarapsky urspriinglich jedoch unerkannt. Obwohl schon 4ltere 
Autoren die fordernde Wirkung des Lichtes auf das Wachstum fest- 
gestellt hatten, hat erst ENeELMANN (1883, 1888) auf Grund seiner 
Untersuchungen tiber die phototaktischen Schwimmbewegungen seines 
, Bacterium photometricum die Vorstellung entwickelt, daB der Farbstoff- 
komplex der Purpurbakterien wie das Chlorophyll wirke und die Assi- 
milation von CO, ermégliche. 


Diese Erkenntnisse, daB sowohl Schwefelwasserstoff als auch Licht 
zum Gedeihen der Purpurbakterien notwendig sind, zu einer gut begriin- 
deten Theorie vereinigt zu haben, ist das Verdienst BuprErs (1919). Zu 
dem SchluB, daB bei den Schwefelpurpurbakterien ,,eine Photosynthese 
und Chemosynthese miteinander verquickt sind“, befahigten ihn auf 
Grund vorwiegend ékologischer Beobachtungen angestellte scharfsinnige 
Uberlegungen. 


Die farblosen Schwefelbakterien sind an auBerordentlich spezifische Standorts- 
bedingungen angepaBt. Sie gedeihen bei geringer H,S-Konzentration und maBiger 
O,-Spannung, also an der Grenzschicht H,S—O,. Da Beggiatoa die zur CO,-Assi- 
milation und zum Wachstum bendtigte Energie aus der Oxydation von Schwefel- 
wasserstoff (chemolithotropher Stoffwechseltypus) bezieht, ist das Vorhandensein 
von Schwefelwasserstoff und Sauerstoff eine unbedingte Voraussetzung ihrer 
Existenz. Ihr Gedeihen ist also an eine Grenzschicht gebunden, wie sie beispiels- 
weise an der Oberfliche eines Faulschlammes vorliegt, der von sauerstoffhaltigem 
Wasser iiberflossen wird. 

Derart spezifische Anspriiche an den Standort bestehen bei den Schwefel- 
purpurbakterien nicht. Sie sind gegen Schwankungen im H,S- und 0O,-Gehalt 
erheblich widerstandsfahiger als die farblosen Formen und halten es eine Zeitlang 
sowohl in H,S-gesattigtem als auch beliiftetem Wasser aus. ,,Waren die roten 
Schwefelbakterien nun wie die farblosen nur auf die Chemosynthese angewiesen, 
so kénnten sie diese oft genug aus O,-Mangel iiberhaupt nicht realisieren. Hier 
zeigt sich nun die Uberlegenheit der Photosynthese, die ihnen eine Zerlegung der 
Kohlensiure auch dann erméglicht, wenn kein freier Sauerstoff zur Verfiigung steht. 
So wiirde also der Vorteil, den die roten vor den farblosen Schwefelbakterien durch 
den Besitz der Pigmente voraus haben, darin bestehen, daB ihnen die Photosynthese 
die Méglichkeit gewahrt, sich auch solche Regionen zu erobern, die den farblosen 
verschlossen sind‘‘ (BupER 1919). 


Der Stoffwechsel der Schwefelpurpurbakterien ist also in erster Linie 
ein photosynthetischer. Sie bendtigen H,S lediglich als zusiitzlichen 
H-Donator, da sie nicht wie die griinen Pflanzen O, entwickeln kénnen, sich 
also des bei der CO,-Reduktion zwangsliufig auftretenden Elektronen- 
defizits nicht durch O,-Abscheidung entledigen kénnen. Die Thiorhoda- 
ceae bendtigen zu ihrer Entwicklung unter allen Umstianden Licht. 
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Fiir die Ausarbeitung einer méglichst spezifischen Methode zur Anrei- 
cherung der Thiorhodaceae unter AusschluB anderer Organismen, die an 
den von Wrnocrapsky geschilderten Standorten ebenfalls vorkommen, 
war uns eine andere Beobachtung BupERs (1919), bzw. eine Kombination 
von Beobachtungen, von gréBtem Wert. Sie betreffen die Lichtfarbe 
oder die die Entwicklung der Schwefelpurpurbakterien fordernden spek- 
tralen Anteile des Sonnenlichts. 


Bei der Untersuchung der Lichtreizbarkeit von Chromatien und Thiospirillen 
fiel Bupur auf, daB zwischen der Lage der Ansammlungen von Purpurbakterien 
im Mikrospektrum und dem Absorptionsspektrum des Chlorophyll eine Beziehung 
besteht: Die Bakterienansammlungen liegen gerade zwischen den Absorptions- 
bandern des Chlorophylls; die Purpurbakterien haufen sich also gerade an den 
Stellen des Spektrums an, fiir die das Chlorophyll relativ durchlassig ist. 

»,Hs scheinen demnach fiir unsere Schizomyceten gerade jene Strahlen von 
besonderer physiologischer Bedeutung zu sein, die beim Durchgang durch die 
Chloroplasten am wenigsten geschwacht werden“ (BupER 1919). 

Weiterhin beobachtete er, daB die Schwefelpurpurbakterien in Tiimpeln zur 
Entwicklung gelangten, die mit einer dichten Decke von Lemna bedeckt waren. 
Ihnen muf8te also der Lichtanteil geniigen, welcher durch das Chlorophyllfilter 
hindurch den Boden des Gewissers erreichte. 

Das komplementare Verhalten der Absorptionsspektren von Purpur- 
bakterien und griinen Pflanzen erdffnet zusatzliche Méglichkeiten, 
Thiorhodaceae unter Ausschlu8 von Griin- und Blaualgen anzureichern. 
Die Unterschiede im Absorptionsspektrum von Griinalgen und Purpur- 
bakterien sind am grod8ten im nahen Infrarot; wahrend die griinen 
Pflanzen dort nahezu keine Absorption aufweisen, liegt bei den Thio- 
rhodaceae im Infrarot ein Maximum ihrer Absorption. Es liegt nahe, 
diesen Spektralbereich in Rohkulturen zur selektiven Férderung der 
Thiorhodaceae auszunutzen und durch Verwendung auBerst selektiver 


Filter auch die griinen Bakterien zu unterdriicken. 


Die Herkunft des untersuchten Materials 


Unser Material stammt aus den Teichen des SchloBparkes Ostrau bei 
Halle}, in denen die uns interessierenden Thiorhodaceae mit groBer Regel- 
maBigkeit und artenmaBig zeitlich gestaffelt auftreten. Diese Teiche 
geben das Bild von polysaproben Tiimpeln. An ihren Ufern stehen Taxo- 
dien, Erlen, Linden und Eichen. Ihre Oberflache ist gew6hnlich von einer 
dichten Decke von Lemna bedeckt. Die Wassertiefe betragt im Durch- 
schnitt 20 cm. Der Bodenschlamm wird vor allem von den gebleichten 
Resten der abgesunkenen Lemnen gebildet, daneben aber auch von halb- 
zerfallenen Laubblattern, Zweigstiicken und dergleichen. Die Teiche stellen 


1 fg ist derselbe Standort, von dem die Organismen bereits friiher fiir reiz- 
physiologische Untersuchungen entnommen wurden (ScHLEGEL 1950, 1956). Fur 
die neuerliche Entnahme am Standort und Uberlassung reichlichen Materials 
danken wir Herrn E. OnmaANnn. 
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ein wahres Dorado der Schwefelpurpurbakterien dar. So finden sich in 
diesem Faulschlamm zu jeder Jahreszeit Formen von Thiospirillum 
jenense, Chromatium okenii, weisset, warmingii, vinosum u.a. Hine 
Massenentwicklung tritt nach den sich iiber drei Vegetationsperioden 
erstreckenden Beobachtungen regelmaBig in der Zeit von Ende April bis 
Ende Juli auf. Die sonst schwarze Schlammoberflache ist dann weinrot 
oder lachsfarben gefarbt, und zu gewissen Zeiten verbreiten sich die 
Bakterien bis zu 5 cm Hohe iiber den Schlammhorizont. Wahrend dieses 
giinstigen Entwicklungsstadiums ist die Entnahme von Material mittels 
eines Schépfers oder durch Pipettieren mit Hilfe einer groBen Vorrats- 
flasche duBerst einfach. 

Die Standortbeobachtungen wahrend mehrerer Vegetationsperioden 
lieBen eine eigentiimliche Sukzession im Auftreten von Chromatium 
okenit und Thiospirillum jenense erkennen. Wahrend im Mai Chromatium 
okenit in regster Entfaltung anzutreffen und durch seine purpurfarbenen 
Uberziige und Bakterienwolken schon weithin sichtbar ist, verschiebt 
sich Anfang Juni das Verhaltnis zugunsten der Thiospirillen, bis von 
Mitte Juni ab die intensiv lachsfarbenen Ansammlungen das Vor- 
herrschen und spiiter alleinige Vorkommen dieser Art anzeigen. Selbst 
an anderen Stellen, wo wegen gréBerer Wassertiefe (40—50 cm) die 
Massenentwicklung erst spater (Juni—Juli) einsetzte, war die geschilderte 
Sukzession unverkennbar. 

Die Entwicklung war besonders iippig und die Uberziige und Wolken 
von T'hiorhodaceae waren besonders rein an den Stellen, an denen das 
Gewasser von einer geschlossenen Lemna-Decke iiberzogen war. Es 
handelt sich hier um dieselbe Beobachtung, die bereits BupER (1919) 
zur Entdeckung der Komplementaritiét der Absorptionsspektren von 
griinen Pflanzen und Purpurbakterien und ihrer ékologischen Bedeutung 
gefiihrt hatte. Bringt man am Standort gesammelten Faulschlamm und 
Bakteriensuspensionen enthaltendes Material im Laboratorium in Stand- 
zylinder, und iiberlaft die Rohkultur einige Tage dem Licht (eines Nord- 
fensters) ausgesetzt sich selbst, so liBt sich unschwer feststellen, ob das 
Material von einer lemnafreien oder einer von Lemna iiberzogenen Stelle 
stammt. Wahrend letzteres von griinen Organismen und Blaualgen iiber 
mehrere Tage nahezu frei bleibt, werden die Standzylinder, die mit 
Material von offenen Wasserstellen beschickt wurden, rasch von Oscil- 
larien und Griinalgen iiberzogen und erfiillt. Das deutet darauf hin, daB 
bereits unter den natiirlichen Bedingungen am Standort im Licht, das 
ein Chlorophyllfilter passiert hat, eine Selektion zugunsten der Thio- 
rhodaceae stattgefunden hat, ein Umstand, den man sich bei der An- 
reicherungskultur zunutze macht. 

Uber die Ursache der Formationsfolge, also der zeitlichen Nachein- 
anderfolge im Auftreten von Chromatium okenii und Thiospirillum, die 
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am Standort ebenso wie in der Rohkultur im Standzylinder mit der 
gleichen RegelmaBigkeit zu beobachten war, lassen sich vorlaufig nur 
Vermutungen anstellen. In erster Linie scheint es sich um eine Frage 
der H,S-Konzentration zu handeln. Am Standort scheint die H,S- 
Entwicklung zu Beginn der warmen Jahreszeit besonders hoch zu sein. 
Dieser erste H,S-StoB wird von einer besonders tippigen Entwicklung 
von Chromatium okenii begleitet. Mit Nachlassen der H,S-Produktion 
treten an der gleichen Stelle mehr und mehr Thiospirillen auf, bis sie 
im Hochsommer schlieBlich iiberwiegen und die vorherrschende Bak- 
terienflora bilden. 

Den gleichen Schlu8 auf das artenmaBig verschiedene Verhalten der 
H,S-Konzentration gegeniiber lassen Beobachtungen an Standzylindern 
zu, auf deren Grund sich neben Schlamm Schwefelleber und Gips befand. 
Wurden derart vorbereitete GefaiBe mit Standortwasser iiberschichtet, 
das beide Arten enthielt, so war bereits nach etwa 24 Std eine nahezu 
vollstandige Sonderung eingetreten. Wahrend sich die Chromatien an 
der Oberflache der Schlammschicht ansammelten und durch den Schlamm 
zu Gips und Schwefelleber vordrangen, also die Orte héherer H,S- 
Konzentration aufsuchten, blieben die Thiospirillen im Mittel 3 Tage 
schwarmend, erfiillten die ganze Wasserséule oder bildeten mehrere 
Zentimeter iiber dem Schlammbhorizont eine Bakterienplatte. Ebenso 
ordneten sich beide Arten in Reagensglasern an, in die ein Bakterien- 
gemisch einpipettiert wurde. 

Die geschilderte Formationsfolge kommt auch in dem System von KonKwitTz 
u. Marsson (1908) zum Ausdruck; sie fiihren unter den Polysaprobien Chromatium 
okenti, vinosum und minutissimum an, unter den «-Mesosaprobien von den be- 
weglichen Thiorhodaceae nur Chromatium okenti und Thiospirillen. Das gleiche 
Verhaltnis macht BavENDAMM (1924) geltend. ,,Die Thiospirillen scheinen z. B. 
reineres Wasser zu beanspruchen und werden wohl nur selten in der polysaproben 
Zone vorkommen.‘‘ 

Zur Erklarung der Formationsfolge sind wahrscheinlich noch weitere 
Faktoren zu beriicksichtigen. Den auf Beobachtungen beruhenden Ver- 
mutungen wird durch eine ins einzelne gehende Analyse der Ernahrungs- 


bedingungen nachzugehen sein. 


III. Beobachtungen an Roh- und Anreicherungskulturen 
a) Altere Bemitihungen um die Anreicherungskultur 
1. Die Rohkultur Winogradskys 
Die Schwefelpurpurbakterien im Laboratorium zu kultivieren, wurde 
erstmalig von WrnoGRaDsKy (1888) versucht. ,,.I[ch verfuhr gewohnlich 
auf die Weise, daB ich einige zerschnittene Stiicke eines frisch ge- 


schnittenen Butomus-Rhizoms mit dem an demselben anhaftenden 
Schlamm in ein tiefes, 3—5 1 fassendes GefaB legte und ein paar Gramm 
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Gips zusetzte. Nach 5—7tagigem Stehen bei Zimmertemperatur beginnt 
die H,S-Entwicklung ...“ (Abb.5a). WrnocRrapsky erhielt so am haufig- 
sten Beggiatoa, nur selten Chromatium okenii und vinosum. 


Das Verfahren Wrnoarapskys, Schwefelpurpurbakterien im Labora- 
torium zu kultivieren oder wenigstens eine Zeitlang lebend zu erhalten, ist 
eher als ,,Rohkultur“ zu bezeichnen. In den Winogradskyschen Stand- 
zylindern lassen sich nach unseren Erfahrungen vom Standort entnommene 
Chromatien und Thiospirillen 6 —12 Wochen am Leben erhalten; zuweilen 
kommt es auch zu einer raschen Vermehrung der Organismen; um eine 
verliBliche Methode, zu jeder Jahreszeit schwérmendes Material im 
Laboratorium heranziehen zu kénnen, handelt es sich dabei jedoch nicht. 
Riickblickend ist festzustellen, daB der vom Standort entnommene Faul- 
schlamm bereits zu stark in Zersetzung begriffen und arm an organischem 
Material ist, so daB die Sulfatreduktion bald erlischt. 

Die Bedingungen in den nach WinoGRADSsKY angesetzten Stand- 
kulturen sind den natiirlichen Standortverhiltnissen auBerordentlich 
ahnlich. Sie gleichen ihnen hinsichtlich der selektiven Férderung der 
Entwicklung der groBen Thiorhodaceae sogar vollkommen. Wenn es in 
ihnen einmal zum Wachstum von TJ'hiorhodaceae kommt, so handelt es 
sich immer um Chromatium okenii oder Thiospirillum jenense, niemals 
um die kleineren Formen vom Typ des Chromatiwm vinosum oder Chro- 
matium minutissimum. Die Entwicklung der verschiedenen Arten der 
Thiorhodaceae beruht demnach nicht nur auf dem Vorhandensein von 
H,8 und Licht; feinere Unterschiede in den Milieubedingungen treffen 
eine Auswahl zwischen den Arten. 


Lange Zeit wurden hinsichtlich der Erforschung der Kulturbedingun- 
gen der T'hiorhodaceae keine Fortschritte gemacht: ,,eine Methode aber, 
sich Purpurbakterien zu jeder Zeit mit Sicherheit in groBen Mengen im 
Laboratorium zu verschaffen, fehlte bisher‘‘ (MoriscH 1907). Moriscus 
Empfehlungen, zur Anreicherung von Purpurbakterien organische Sub- 


stanzen faulen zu lassen, zielten lediglich auf die Kultur der Athio- 
rhodaceae ab. 


2. Die Anreicherungskultur Buders 


Kine sichere Methode zur selektiven Anreicherung einer einzigen Art 
unter den Schwefelpurpurbakterien aus einer geringen Menge Impf- 
material hat erst BupmR entwickelt. Nach seinem Verfahren laBt sich 
beinahe aus jedem Schlammwasser und aus vielen Erdproben ein kleines 
Chromatium ziehen, bei dem es sich meist um Chromatium vinosum 
handelt. 

Nach dem von ScHRAMMECK (1934) beschriebenen Verfahren werden 
die Kulturglaser mit EiweiB, Erde, Schwefelleber und Gips beschickt 
und schlieBlich mit Sand abgedeckt (Abb.5b). Dabei geniigt ein halbes 
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Gramm albumen ex ovis (fiir einen Standzylinder von etwa 500 ml Raum- 
inhalt); der Gips dient nicht nur als Sulfatquelle, sondern gleichzeitig 
dazu, das ZerflieBen der Schwefelleber und die Diffusion des Schwefel- 
wasserstofts herabzusetzen; die Erde liefert Nahrsalze und Spuren- 
elemente und wird durch eine Sandschicht bedeckt, die ein Aufwirbeln 
verhindern soll. Werden derart vorbereitete Standzylinder mit einem 
Gemisch von Schwefelpurpurbakterien geimpft, mit Regenwasser auf- 
gefiillt und 3—4 Tage bei 30°C im Lichtkasten inkubiert und spater 
am Nordfenster dem Tageslicht ausgesetzt, so kommt es zu einer selek- 
tiven Wachstumsférderung von Chromatium vinosum; nach 14tagiger 
Kulturdauer erfiillt es in Schleiern und Wolken den Standzylinder. Nach 
den bisherigen Erfahrungen sind keine anderen Thiorhodaceae nach 
diesem Verfahren zur Entwicklung gekommen. Enthalt das Impfmaterial 
jedoch Athiorhodaceae, so ist es leicht méglich, da8B die Chromatien durch 
diese iiberwachsen werden; durch Weglassung des EiweiBzusatzes lassen 
sich die schwefelfreien Purpurbakterien unterdriicken. Die Wachstums- 
geschwindigkeit ist unter den genannten Bedingungen so groB, daB keine 
Griin- oder Blaualgen aufkommen kénnen bzw. durch mehrfache Uber- 
impfungen rasch abgestreift werden kénnen. 


Die groBen Chromatien und Thiospirillen lassen sich nach dieser 
Methode nicht anreichern. Selbst bei Impfungen mit einem UberschuB 
von Chromatium okenit und Thiospirillum jenense setzten sich stets die 
kleinen Chromatien durch. 


Thiospirillum jenense voriibergehend in Kultur zu nehmen, ist BUDER 
(1915) nach der Methode WinoaRrapskys gelungen: 


,,Hine weithalsige Pulverflasche von 1/,—%/,1 Inhalt wird etwa zur Halfte mit 
zerkleinerten Rhizomen, Gips und dem vom natiirlichen Standort mitgebrachten 
Schlick beschickt und mit Wasser iiberschichtet, wobei man dafiir zu sorgen hat, 
daB die Pflanzenteile nicht nach oben geschwemmt werden. Das GefaiB fest zu 
verschlieBen ist unnétig. Hat nach etwa einer Woche die lebhafte Entwicklung 
der schwirmenden Formen begonnen, so versenkt man die ganze nun bis zum Uber- 
laufen gefiillte Flasche in einen geriiumigen Standzylinder, der einige Liter fassen 
kann und fiillt diesen so weit, daB der Wasserspiegel 10—20 cm iiber der Miindung 
der Flasche liegt. Die Zylinderéffnung wird mit einer Glasplatte bedeckt und das 
Ganze an ein Nordfenster gestellt. Hiermit wird der Fehler vermieden, der gew6hn- 
lich bei der Herstellung ahnlicher Kulturen begangen wird: daB die zur Verfiigung 
stehende Wassermenge von vornherein zu klein ist und durch die abgeschiedenen 
Stoffwechselprodukte die urspriinglich recht iippige Entwicklung bald unterbunden 
und das Vorhandensein gut schwarmender, lebenskraftiger Exemplare in einigen 
Wochen unméglich gemacht wird. Bei der geschilderten Anordnung liefert die 
verrottende Vegetabilienmasse und die Zersetzung des Gipses von unten her H,S 
und die sonstigen Nahrstoffe, wihrend von oben her reines, sauerstoffhaltiges 
Wasser zur Verfiigung steht. An der Grenze, also an der Flaschenmiindung, ver- 
sammeln sich nun Chromatien, Thiospirillen und andere Schwefelbakterien in 
dichten Scharen und fiillen den Flaschenhals mit einer zarten roten Wolke, die 
sich Monate hindurch halten kann ... Eine bestimmte Anreicherungsmethode, die 
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es nun erlaubte, aus einem nur wenige Thiospirillen enthaltenden Schlick stets 
groBere Massen méglichst reinen Materials zu erhalten, habe ich allerdings nicht 
ausgearbeitet‘‘ (BuDER 1915). 


3. Die Anreicherungskultur Bavendamms 


Um fiir Isolierungs- und Reinkulturversuche zu jeder Zeit im Labo- 
ratorium Schwefelpurpurbakterien in ausreichenden Mengen vorratig zu 
haben, machte BAVENDAMM (1924) den Versuch, die von WINOGRADSKY 
eingefiihrte Methode der Anreicherungskultur zu modifizieren und zu 
verbessern. Von der Vorstellung ausgehend, da8 die Konzentration der 
gelosten Sulfate bei der Desulfurikation im Schlamm einen Minimum- 
faktor darstellen kénnte, ersetzte er zunachst einen Teil des schwer 
léslichen Gipses durch Magnesiumsulfat und setzte zur Sdéurebindung 
Calciumcarbonat zu. 

Ein weitergestecktes Ziel von BAvVENDAMMS Bestrebungen war die 
Ausarbeitung von Verfahren zur selektiven Anreicherung einzelner Arten 
von Schwefelpurpurbakterien; und es unterliegt keinem Zweifel, da er 
wie alle Forscher, die sich um die Laboratoriumskultur von Schwefel- 
purpurbakterien bemiihten, das an den natiirlichen Standorten so 
haufig auftretende Chromatiwm okenii anzureichern bestrebt war. So- 
weit sich seinen Darstellungen entnehmen 1laBt, ist es iam auch gelungen, 
durch geeignete Wahl des Ausgangsmaterials nicht oder wenig beweg- 
liche Arten von stark beweglichen getrennt anzureichern; in Rohkulturen 
mit einem Uberschu8 an Characeae und wenig Schlamm entwickelte 
sich vorzugsweise Lamprocystis, mit viel Schlamm und wenig Blatt- 
material herrschten Chromatien vor. Eine weitergehende Auftrennung 
oder gar Anreicherung der groBen Formen miBlang jedoch. 

Einige wichtige richtungweisende Beobachtungen BavENDAMMs bei dem Ver- 
such, Lamprocystis roseo-persicina und Chromatium warmingii (forma minus) in 
absolute Reinkultur (im bakteriologischen Sinne) zu bringen, kénnen hier nicht 
unerwahnt bleiben. Neben einer Reihe nihrsalzreicher Nahrlésungen benutzte 
BAVENDAMM auch die von LrusKke (1911) fiir die Kultur von Eisenbakterien an- 
gewendete Nahrlésung und ergiinzte sie lediglich durch den Zusatz von Kalk: 
(NH,).SO, 0,15 g; KCl 0,005 g; MgSO, 0,005 g; K, HPO, 0,005 g; Ca(NO,), 0,001 g; 
CaCO, 1,0 g; aqua dest. 100,0 ml. 

Daf gerade mit dieser relativ nahrsalzarmen Nahrlésung sowohl mit Lampro- 
cystis als auch mit Chromatium die besten Erfahrungen gemacht wurden, ist hier 
besonders zu betonen, da die Konzentration der Nahrsalze fiir den Erfolg der 
Reinkultur und zur Erhaltung im schwirmenden Zustand von entscheidender 
Bedeutung zu sein scheint. 

So gelang es sogar, Chromatium warmingii in Lieskescher Nahrlésung 
zum Wachstum im schwiirmenden Zustand zu bringen. ,,Nach kurzer 
Zeit war fast die ganze Flasche oder das Reagensglas von dichten, wein- 
roten Wolken erfiillt,“‘ ... (BAaveNDAmMM 1924). Weiter wird berichtet, 
,daB ... ein kurzer Versuch, Chromatium okenii rein zu ziichten, nicht 
gegliickt ist. Kin Teil der Chromatien hielt sich zwar lange Zeit (sogar 


Die Anreicherungskultur einiger Schwefelpurpurbakterien 19 


mehrere Monate) in der Lieskeschen Niahrlésung lebend, aber eine 
Isolierung war nicht méglich, da keine Wolkenbildung wie bei Chro- 
matium warmingit eintrat. Nur einmal konnte eine solche Wolke beob- 
achtet werden, als wahrscheinlich einige mir unbekannte giinstige Fak- 
toren zusammengetroffen waren. Die Hauptmasse der Chromatien bildete 
immer nur eine ziemlich feste rote Haut auf dem Boden des GefaBes.“ 
Da8B BavenpAm™ bereits den méglichen, wenn auch miihsamen, Pfad 
zum Erfolg der Kultur von Chromatium okenii sah, geht aus seiner 
abschlieBenden Bemerkung hervor: ,,Bei einer langeren Beschaftigung 
mit dieser anscheinend empfindlicheren Art, die nicht in meiner Absicht 
lag, wird man aber auch hier zu einem positiven Ergebnis kommen. 

Bemerkenswert scheint uns ,,auch die Beobachtung, daB Thiospirillen, die mit 
den Chromatien teilweise in die Nahrlésung hineingekommen waren, meist schon 
am nachsten Tage bewegungslos, vermutlich tot, in der Flissigkeit gefunden 
wurden“. 

Von vielleicht geringerer Bedeutung ist die Tatsache, daSB BavENDAMM sowohl 
seinen Anreichungskulturen als auch den Kulturen in synthetischer Nahrlésung 
den nétigen Schwefelwasserstoff in Gasform verabreichte, indem er — wie schon 
Ker (1912) und Skene (1914) verfuhren — die Kulturgliser anaerob in einem 
geschlossenen Gefa (Anaerobenglocken, -tépfe, Exsiccatoren) mit eimem bestimm- 
ten Partialdruck an H,S inkubierte (BAvENDAMM 1934). Das zugesetzte CaCO, 
wirkte als neutralisierendes Agens sowohl fiir H,S als auch insbesondere fiir dessen 
Oxydationsprodukt Schwefelsiure. BavenpAmM hat die H*-Ionenkonzentration 
weder gemessen noch ihre Bedeutung fiir die Kultur der Purpurbakterien diskutiert. 


4, Die Anreicherungs- und Reinkultur van Niels 


Die umfassendste und intensivste Untersuchung iiber die schwefel- 
haltigen Purpurbakterien in Laboratoriumskultur hat van Nrev (1932) 
angestellt. Er hielt sich von vornherein an die Prinzipien der ,,Bei- 
jerinckschen Stépselflaschenmethode“, die BrtsERINCK gelegentlich 
seiner Untersuchung iiber Atmungsfiguren bereits selbst zur Erhaltung 
von Chromatium warmingii und Chromatium okenii erprobt hatte 
(BEIJERINCK 1893). Er impfte eine vorgegebene synthetische Nahrlosung 
mit einem Gemisch von Bakterien, das er aus Rohkulturen oder vom 
natiirlichen Standort entnahm. Durch Variation der Zusammensetzung 
des mineralischen Nahrmediums gestaltete er verschiedene Milieu- 
bedingungen, unter denen sich der eine oder andere Organismus durch- 
setzte. Die durch die Selektionsbedingungen begiinstigte Form brachte 
er dann in Reinkultur, studierte ihre Morphologie und Physiologie unter 
verschiedenen Kulturbedingungen und stellte daran auch seine fiir die 
vergleichende Biochemie der Photosynthese auBerordentlich ent- 
scheidenden Untersuchungen an (vAN NieL 1932, 1936). 

Van Niets Untersuchungen und Vorgehensweise stellte nun in mehr- 
facher Hinsicht einen gegeniiber den Bemiihungen seiner Vorginger 


grundlegenden Fortschritt dar. An Stelle von Schwefelwasserstoff 
QO* 
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verwendete van Niet Na,S:9H,O und beugte damit der Ansaéuerung der 
Nahrmedien durch Schwefelsiurebildung vor. Die Verwendung von 
Glasstopselflaschen als KulturgefaBe machte das Verfahren einfacher als 
jede andere zuvor angewandte Methode. Von der Erkenntnis ausgehend, 
daB das Gleichgewicht zwischen Natriumsulfid, seinen Hydrolyse- 
produkten und dessen Dissoziationsprodukten von der H*-Ionenkonzen- 
tration entscheidend beeinfluBt wird, erkannte er der Einstellung und 
Kontrolle des py-Wertes eine angemessene Bedeutung zu. 


Das von vAN NreL benutzte Nahrmedium hatte folgende Zusammensetzung: 
NH,Cl 0,1 g; K,HPO, 0,1 (—0,05) g; MgCl, 0,1 (—0,02) g; NaCl 2,0 g; NaHCO, 
0,5 g; Na,S - 9H,O 0,1 (—0,3) g; dest. Wasser 100,0 ml. 

Diese Nahrldsung wurde mit wenig aus Rohkulturen entnommenem Material 
geimpft. Die Stépselflaschen wurden luftblasenfrei verschlossen. An einem Nord- 
fenster aufgestellt war nach 2—3 Wochen das erste sichtbare Wachstum nach- 
zuweisen und nach 4—6 Wochen hatten sich die Kulturen gut entwickelt; am 
schnellsten wuchsen die Kulturen bei py 8,0—8,5. Durch mehrfache Uberimpfungen 
lieBen sich Kulturen heranziehen, die mikroskopisch beinahe rein erschienen. 
Durch kontinuierliche Belichtung in einem Lichtkabinett bei 25—30° C lieB sich 
die Geschwindigkeit der Entwicklung auf das fiinf- bis sechsfache steigern. An- 
reicherungen nach der beschriebenen Methode fiihrten mit groBer Sicherheit zum 
Ziel, jedoch ausnahmslos zur Selektion eines kleinen Chromatiums, das BAVEN- 
DAMMs Beschreibung von Chromatium warmingii forma minus Bav. entspricht. 

» This result was obtained regardless of the composition of the inoculum. The 
latter might consist almost exclusively of Chromatium okenii, or of any of the other 
forms—and in a number of cultures care was taken to inoculate with as nearly 
pure material as was possible—yet after a few transfers the culture invariably 
showed an abundance of the small Chromatium, and the other species appeared 
to be rapidly overgrown‘ (VAN NrEx 1932). 


Angesichts der Tatsache, daB in Rohkulturen nach WrnoGRapDsky die 
groBen Formen unter den Schwefelpurpurbakterien wie Chromatium 
okenii Ofter und reichlicher auftreten, wurde versucht, durch Zusatze zu 
der Niahrlésung und Verinderung der H,S-Konzentration Verhaltnisse 
zu schaffen, unter denen die groBen Formen begiinstigt wurden. Jedoch 
fiihrten weder der Zusatz organischer Substanzen (zu je 0,1°/,) noch die 
Veranderung der H,S-Konzentration oder des pq (zwischen py 6,0 und 
10,0 in Intervallen von 0,5 py-Einheiten) bei 0,1°/, Na,S-9H,O zu 
einer Anreicherung der groBen Formen. Bei py-Werten unter 7,5 fand 
innerhalb von 2 Wochen iiberhaupt keine Entwicklung statt. 

An Objekttragerkulturen, die Wrinocrapskys klassischem Verfahren ent- 
sprachen, konnte van Nren beobachten, daB ein ,,ziemlich groBes Chromatium“ 
selbst bei py-Werten bis 6,5 gut beweglich und mehrere Tage am Leben blieb. 
»Lhe best development seemingly took place at py 7,0 (vaN Nrex 1932). Es ist 
zu bemerken, da diese einer Rohkultur entstammende Probe nicht mit der oben- 
genannten Niahrlésung, sondern mit einem Tropfen ,,ziemlich dinner Puffer- 
lésungen“, denen Na,S zugesetzt worden war, vermischt wurden. Die Beob- 
achtung, dafs ein niederer py-Wert als py 7,0 den groBen Formen noch zutriaglich 


war, wurde also nicht in der Nahrlésung der Anreicherungskulturen, sondern in 
erheblich weniger konzentrierten Lésungen angestellt. 
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Obwohl daraus gefolgert wurde, ,,that the px of the solution is not an inde- 
pendent factor determining whether or not growth would occur, but that it was 
closely connected with the composition of the medium, especially with the sul- 
phide concentration‘, wurden lediglich der py-Wert, die Na,$- und die NaHCO,- 
Konzentration variiert. Ein Verfahren, nach dem die in der freien Natur weit- 
verbreiteten grofen Schwefelpurpurbakterien in synthetischen Nahrlésungen zur 
Anreicherung gebracht werden kénnen, hat sich jedoch nicht entwickeln lassen. 


Die von van Niet in Anlehnung an die ,,Beijerincksche Stépsel- 
flaschenmethode“ ausgearbeitete Methode zur Anreicherung und Kultur 
kleiner Schwefelpurpurbakterien wurde in der Folgezeit bei leichter 
Variation des Nahrmediums mehrfach mit dem Ziele der Anreicherung 
und Isolierung angewendet. 


H. Garrron (1934) kultivierte nach diesem Verfahren ein kleineres stark 
bewegliches T'hiocystis ahnliches Schwefelpurpurbakterium, erzielte jedoch keine 
Reinkultur. Aus dieser Kultur brachte RorLorsEn (1934, 1935) den Stamm in 
Reinkultur, der unter der Bezeichnung Chromatium Stamm D in alle Welt gegangen 
ist. Man kann ohne Ubertreibung sagen, da8 alle entscheidenden'Aussagen iiber 
den Stoffwechsel der Schwefelpurpurbakterien auf Untersuchungen an diesem 
Stamm beruhen. 


WASSINK u. MANTEN (1942) suchten in engster Anlehnung an die von vAN NIEL 
ausgearbeitete Methode einen Stamm zu isolieren, der nicht durch organische 
Substanzen begiinstigt wurde. Aus dem Befund, daB alle isolierten Stamme mit 
Apfelsiure besser wuchsen als in rein anorganischen Nahrlésungen, ziehen die 
Autoren verallgemeinernd den SchluB, daB sich die Schwefelpurpurbakterien — 
wenigstens die aus gewohnlichem Schlamm isolierten — unter photoheterotrophen 
Bedingungen besser entwickeln als unter photoautotrophen. Hin Vertreter der 
groBen Chromatien wurde von ihnen nicht erfaBt. 


Nach derselben Methode verfahrend und dieselbe Nahrlésung benutzend, wie 
vAN NIEL, jedoch unter Weglassung des Kochsalzzusatzes, beobachtete MAnTEN 
(1942) die Anreicherung eines grofen Chromatiums (8—12 lang), das er als 
Chromatium okenii beschrieb. Nach Uberimpfung in frische Nahrlésung der gleichen 
Zusammensetzung traten Zellen von nur 3—4 w Lange auf. Zur méglichst raschen 
Isolierung wurden Agarréhrchen mit einer Verdiinnungsreihe beimpft; da jedoch 
bei zweimaliger Uberimpfung noch keine reinen Kolonien zu isolieren waren, wurde 
fiir weitere Verdiinnungsreihen ein 0,2°/, Apfelsiure und 0,1°/) Thiosulfat (an 
Stelle von NaHCO, und Na,§8) enthaltender Agar benutzt. Nach mehreren Uber- 
tragungen wurde das groBe Chromatium schlieBlich in Reinkultur erhalten. In 
Nahrldsung erschienen die Organismen jedoch durchaus nicht einheitlich; die Zell- 
langen schwankten zwischen 1 und 154. Die Zellen waren nur wenig beweglich 
und ,,altogether they did not appear very healthy‘. Zur Verbesserung der Kultur- 
bedingungen wurde die Na,S und NaHCO, enthaltende Nahrlésung mit verschie- 
denen Mengen von Apfelséure und Thiosulfat erginzt und bei py 7,0 inkubiert. 
Die nach 30 Tagen vorgenommene Auswertung ergab, da mit 0,4°/) Thiosulfat 
und 0,05 und 0,19/, Na-malat Zellen gewachsen waren, die etwa 8 lang und 
3,5 dick waren; nahezu die Halfte aller Zellen war beweglich. Ohne die Problem- 
stellung experimentell weiter zu verfolgen, kommt der Verfasser zu der Fest- 
stellung: ,,It is, therefore, evident that Chromatium okenti is a highly pleomorphic 
species ...‘‘; einer klaren Stellungnahme zur Frage der Pleomorphie bei der Gattung 
Chromatium muB sich der Verfasser jedoch enthalten. 
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Aus allen erérterten Untersuchungen, die bisher veréffentlicht worden 
sind, geht hervor, daB es bisher noch nicht gelungen ist, eine der groBen 
Formen der Thiorhodaceae in Anreicherungskultur oder gar Reinkultur 
zu bringen. Alle diesbeziiglichen Arbeiten berichten giinstigstenfalls von 
Bedingungen, unter denen eine der groBen Formen beobachtet oder iiber 
einen begrenzten Zeitraum am Leben erhalten wurde. 


b) Higene Anreicherungsversuche 
in Klaérschlamm-Anreicherungskulturen 


1. Vergleich verschiedener Schlammgemische 


Die uns von dem Standort Ostrau bei Halle/Saale (vgl. S. 13) tiber- 
sandte Wasserprobe enthielt schwefeltrépfchenreiche, schwarmende 
Zellen von Chromatium okenii, Thiospirillum jenense, Chromatium 
warmingii (f. minus) und andere kleine Chromatien sowie Thiopedia, 
Treponema und Chlorochromatium aggregatum. Da es sich um eine iiber 
dem Schlammhorizont aus dem freien Wasser abgeheberte schlammfreie 
Suspension handelte, war die Probe nahezu frei von Chlorobium-Arten 
sowie von Griin- und Blaualgen. 

Im Eisschrank bei +5°C aufbewahrt, hielten sich die Organismen im 
Wasser des natiirlichen Standorts iiber 2 Monate lang schwarmend. 
Die derart vorratig gehaltenen Organismen dienten als Impfmaterial fiir 
verschiedenartige Anreicherungskulturen. Neben rein synthetischen, 
mineralischen Nahrlédsungen, die nach den bisher bekannten Rezepten 
angesetzt worden waren, wurden im Rahmen des mikrobiologischen 
Kurses auch mit Schlamm und Calciumsulfat versehene Standzylinder 
beimpft. Es kamen drei verschiedene Schlammsorten zur Verwendung: 
zwei Proben schwarzen Moders aus kleinen Beggiatoa alba enthaltenden 
Tiimpeln aus dem Park Wilhelmshéhe bei Kassel und eine Frisch- 
schlammprobe aus dem Vorklir-Absetzbecken der Géttinger Kliranlage. 
Jede dieser Schlammsorten wurde mit Zusitzen vermengt und etwa 
3—7 cm hoch in 3 cm weite, 22 cm hohe KulturgefiiBe (Reagensglaser) 
eingefiillt (im folgenden als ,,Schlammsiulen‘‘ bezeichnet). Folgende 
Gemische wurden hergestellt : 

1. Schlamm-Erde-Gemisch mit am Boden des GefaiBes befindlichem 
Gipsblockchen, das ein erbsengroBes Stiick K,S eingeschlossen enthielt, 

2. Schlamm-Erde-Gemisch mit etwa 0,6 g zerkleinertem Trockenfleisch 
auf dem GefaéBboden, 

3. Schlamm-Erde-Gemisch (Volumenverhaltnis 1:1) mit etwa einem 
viertel Volumenanteil gefilltem Calciumsulfat (CaSO,-2H,O) und 
einigen Filtrierpapierschnitzeln (letzterer Zusatz erfolgte bei den Klar- 
schlamm-Mischungen nicht). 

Das Schlamm-Erde-Gemisch bestand aus einem Volumenteil Garten- 
erde (humoser Kalklehmboden des Institutsgartens) und einem Volumen- 
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teil des betreffenden dickfliissigen Schlammes. In allen Fallen wurde 
der Brei mit Regenwasser bis 2 cm unter den GefaiGBrand iiberschichtet 
und das Gefi8 mit Aluminiumfolie abgedeckt. Die Schlammsaulen 
wurden am Fenster aufgestellt und nach 1 Woche mit je 0,5 cm? der 
Ostrauer Bakteriensuspension beimpft. 

Etwa 4 Wochen nach der Impfung (am 6. Juli 1959) entdeckten wir 
in einer der nach 3. mit Klarschlamm angesetzten Kulturen an der 
Lichtseite im oberen Teil des Schlammsatzes einen etwa quadrat- 
zentimetergroBen kalkig-purpurroten Fleck. Dieser Fleck war von einem 
2—3mm breiten kalkig-gelbbraunen Streifen iiberlagert. Die mikro- 
skopische Betrachtung lieB die purpurfarbene Zone als eine dichte, reine 
Ansammlung von Chromatium okenit und die hellgelbbraune als eine 
Anhaufung von Thiospirillum jenense erkennen. Unbeimpft gelassene 
Parallelkulturen des gleichen Schlamm-Gemisches enthielten keine 
Thiorhodaceae; die Anhiufungen hatten sich also aus den eingeimpften 
Ostrauer Organismen entwickelt. Die unbeimpften Parallelkulturen 
wurden nachtraglich von den Stellen der ersten Anreicherung beimpft. 
Daraufhin setzte auch in ihnen eine schnelle Vermehrung ein, erkennbar 
an den zunehmend dichter werdenden Wolken schwaérmender Chroma- 
tien und Thiospirillen. Die mit frischem Klarschlamm, Erde und Calcium- 
sulfat bereiteten Saulen boten also eine geeignete Grundlage fiir die 
Anreicherungskultur dieser groBen Schwefelpurpurbakterien. In den 
nach 1. und 2. angesetzten Kulturen und bei Verwendung von Tiimpel- 
schlamm war keine Entwicklung dieser Organismen eingetreten. In 
allen spéteren Ansatzen der gleichen Art fanden wir unsere erste Be- 
obachtung immer wieder bestatigt. 


2. Charakterisierung der Klirschlamm-Anreicherungskulturen 


Der aus einem Absetzbecken der stadtischen Klaranlage geschopfte 
hellbraun-graue Frischschlamm ist eine nach Fakalien riechende, gasende, 
nahrstoffreiche Masse, welche iiber lange Zeit eine reiche Mikroorganis- 
menflora erhalt. In der Wasserschicht iiber einem homogenen Gemisch 
von Gartenerde und Frischschlamm bildet sich am Licht eine unterschied- 
lich gefarbte, dichte Organismenpopulation aus Bakterien, Protozoen 
und griinen Flaggellaten. Photoorganotrophe Athiorhodaceen gelangen 
darin zu iippiger Entwicklung. Solche Kulturen bestehen tiber Monate 
hin mit erstaunlich hoher Populationsdichte und langsam sich wandelnder 
Farbung. 

Ganz anders entwickeln sich Schlammsaulen, deren Schlamm-Erde- 
Gemisch noch ein viertel Volumenanteil Calciumsulfat beigemischt ist 
(Abb.5c). Werden die frisch beschickten GefaéBe bei Raumtemperatur 
im Dunkeln gehalten, so weicht die anfangs hellbraun-graue Farbung des 
Schlammes allmahlich einer tiefschwarzen; die Verfarbung breitet sich 
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sowohl von punktformigen schwarzen Zentren in der Tiefe wie auch gleich- 
maBig von einer oberflichlichen schwarzen Schlammschicht aus. Die 
anfangs intensive Gasbildung durchsetzt die Schlammasse mit Blaschen 
und treibt sie dadurch etwas auf. Zur Oberfliche durchblubbernde 
Gasblasen wirbeln den Schlamm auf; allmaéhlich kommt es zur Klarung 
der iiberstehenden Lésung, und der anfangliche Fakaliengeruch weicht 
einem intensiven Schwefelwasserstoffgeruch. Eine dicke, aus Bakterien, 
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Abb.5. Schlammsiulen-Anreicherungskulturen fiir Thiorhodaceen: a nach WINOGRADSKY (1888) mit 

Butomus-Rhizomstiickchen, Gips und Thiorhodaceen enthaltendem Standortschlamm und -wasser; 

b nach SCHRAMMECK (1934) mit einer Spur organischem Material (Eiwei8, Trockenfleisch), Garten- 

erde, in Gipsblock eingeschlossener Schwefelleber (K,S) und Sand. Impfung mit Thiorhodaceen 

notwendig; c homogenes Gemisch aus frischem Klirschlamm, Gartenerde und gefiilltem Calcium- 

sulfat im Volumenverhiltnis 1:1:0,5 (vgl. Beschreibung S. 22). Impfung mit Thiorhodaceen 
notwendig 


Pilzhyphen, Calciumcarbonatkristallen und elementarem Schwefel 
bestehende Kahmhaut schlieBt die Wasserschicht nach oben ab und 
erschwert den Gasaustausch mit der Atmosphire. Das klare Schlamm- 
wasser hat einen py-Wert zwischen 6,5 und 7,0. Die Beimischung 
gepulverten Calciumsulfats zum Klirschlamm-Erde-Gemisch schafft also 
Bedingungen, unter denen der Abbau der Schlammzersetzungsprodukte 
mit Sulfatreduktion und Schwefelwasserstoffentwicklung vor sich gehen 
kann. 

Entscheidend fiir das richtige Kinsetzen dieses Vorgangs ist die 
Temperatur, bei der die GefiBe aufgestellt werden. Bei 18—25°C 
dauern Schwefelwasserstoff- und Kohlensiiurebildung monatelang an; 
im tiberstehenden, vollig klaren Schlammwasser lassen sich dann papier- 
chromatographisch keine organischen Abbauprodukte (Fettsiuren und 
andere organische Séuren, Aminosiiuren) nachweisen. Der Abbau der 
mit dem Frischschlamm eingebrachten organischen Substanzen geht 
demnach bei 18—25°C weitgehend in der Sulfatreduktion auf. Im 
Kinklang damit steht die Beobachtung, daB in diesen Schlammsiulen 
die photoorganotrophen Athiorhodaceen stets nur als untergeordnete 
Begleitflora der eingeimpften Schwefelpurpurbakterien auftraten; 
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niemals gelangten sie zu einer Massenentwicklung. Wurden die Schlamm- 
sdulen hingegen bei Temperaturen iiber 33°C aufgestellt, so kam die 
Sulfatreduktion gegeniiber der Schlammzersetzung nicht stark genug in 
Gang. Organische Abbauprodukte hauften sich im faulig-sauer stinken- 
den, tiberstehenden Schlammwasser an und boten Athiorhodaceen und 
anderen organotrophen Bakterien ausgezeichnete Lebensbedingungen. 

Neben der Temperatur beeinfluBt auch die Dauer der Lagerung bis 
zur Beimpfung den Wert der Schlammsaulen als Anreicherungskultur- 
Medien fiir die Chromatien- und Thiospirillen-Zucht. Beimpften wir 
Saulen, die nach dem Anmischen 8—14 Tage dunkel gestanden hatten, 
so kamen am Tageslicht besonders im Sommer neben den eingeimpften 
Organismen auch noch zahlreiche griine Flagellaten, Blaualgen, Griin- 
algen, kleine Chromatien und Athiorhodaceen zur Entwicklung. Diese mit 
Frischschlamm und Erde eingeschleppten Organismen bleiben wahrend 
der kurzen Lagerzeit und dem anfangs noch geringen H,S-Gehalt 
entwicklungsfahig. Hatten die Schlammsaulen jedoch 2—3 Monate kiihl 
und dunkel gestanden, so blieben die Anreicherungen von unerwiinschten 
, Sduleneigenen autotrophen Begleitorganismen fast immer frei und 
ermoglichten den eingeimpften Organismen eine ungestérte iippige 
Vermehrung. Selbst 4—6 Monate lang gelagerte Schlammsaulen erlaub- 
ten eine gute Massenentwicklung, wenn der pq-Wert des Schlamm- 
wassers durch Zusatz einiger Tropfen Schwefelsdure von py 7,2 auf 
6,4—6,6 herabgesetzt war. In keinem Falle lieBen sich Thiospirillum 
jenense und Chromatium okenit oberhalb py 7,0 lebensfahig erhalten. Im 
Verlaufe der Vermehrung dieser Organismen in den Sdulen trat ein 
allmahliches Absinken des po-Wertes ein. Mehrere Monate alte, gut 
entwickelte Kulturen enthielten schwarmende Chromatien und Thio- 
spirillen noch bei pp 5,2—5,4. Eine Vermehrung der Zellen war dann 
allerdings nicht mehr zu beobachten. 

Als wir spater dazu iibergingen, unsere Schlammsaulen zur Anreiche- 
rung der groBen Thiorhodaceen mit Teichwasser- und Schlammproben 
anderer Herkunft zu beimpfen, war es unvermeidbar, da Blaualgen, 
griine Flagellaten, Griinalgen und griine Schwefelbakterien mit ein- 
geschleppt wurden. In den zunachst am Tageslicht aufgestellten Kul- 
turen gelangten diese Organismen zu starker Massenentwicklung; die 
selektive Anreicherung der groBen Thiorhodaceen gelang dann nur, wenn 
die Kulturen in gefiltertem Licht aufgestellt wurden. Infrarotfilter als 
zusitzliche Selektionsbedingung hatte zuerst GAFFRoN (1934) in die 
Laboratoriumspraxis eingefiihrt. 

Die Schlammsaiulen wurden in lichtdichten, mit Leitungswasser 
gekiihlten Aquarien aufgestellt und durch seitlich angebrachte Infrarot- 
filter mit Gliihlampenlicht (60 Watt, 10—20 cm Entfernung) belichtet. 
Zur Unterdriickung des Wachstums von Blau- und Griinalgen und griinen 
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Flagellaten verwendeten wir Gelatinefilter Nr. 101 der Fa. ,,G6ttinger 
Farbfilter“. Diese sind erst oberhalb 700—750 my lichtdurchlassig. Die 
Vermehrung griiner Schwefelbakterien konnten wir unterdriicken durch 
Belichtung der Schlammsaulen hinter dem Infrarotfilter Nr. 530 der 
gleichen Firma. Die Lichtdurchlissigkeit dieses Filters erreicht bei 
850 my etwa 50°/, und erst bei noch héheren Wellenlangen 90 — 100°/, des 
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Abb.6. Spektrale Absorptionskurven intakter Zellen von Chromatium okenii, Stamm Ostrau, Chloro- 

bium spec. und Chlorella pyrenoidosa und der Gelatinefilter Nr. 101 und Nr. 530 (Hersteller ,, Géttinger 

Farbfilter“). Praparation und Messung vgl. Abb.4. Die Absorptionskurve von Chlorobiwm spec. 

wurde aus BARER (1955) umgezeichnet tibernommen. Chromatium okenii x x, Chlorobium 
spec. 0——-0, Chlorella pyrenoidosa e———e, Filter Nr. 101 o----o, Nr. 530 0o----0 


auffallenden Lichtes. Als Lichtquelle diente in diesem Falle mit Vorteil 
eine auf der Riickwand verspiegelte 60 W-Soffitte, deren maximale 
Strahlungsintensitaét gegeniiber anderen Gliihbirnen im lingerwelligen 
Bereich liegt. Abb.6 gibt die Absorptionsspektren lebender Zellen von 
Chlorella, Chlorobium und Chromatium okenii wieder und vergleichsweise 
dazu die Durchlassigkeit der Infrarottilter Nr. 101 und 530. 


3. Vermehrung und Erhaltung von Chromatium okenii und 
Thiospirillum jenense in Schlammkulturen 
Die beschriebenen Schlammsiulen mit Klarschlamm-Erde-Calcium- 
sulfat (Volumenverhaltnis 1:1:0,5) bieten nach der fiir sie notwendigen 
Reifungszeit sowohl Chromatium okenii als auch Thiospirillum jenense 
ausgezeichnete Entwicklungsbedingungen (Abb.5c). Beide Organismen 
erreichen in der iiberstehenden Fliissigkeit Populationsdichten, die am 
natiirlichen Fundort bisher nie beobachtet werden konnten. Am Ostrauer 
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Standort war schon ein deutliches Nacheinander in der Massenentwick- 
lung von Chromatium okenii und Thiospirillum jenense festgestellt 
worden (vgl. S.14—15). Diese Erscheinung wiederholte sich stets auch in 
unseren Schlammsaulen und deutet damit auf weitgehende Entsprechun- 
gen der Lebensbedingungen hin. 

Impften wir eine Schlammsiule mit etwa gleichen Mengen beider 
Arten, so entwickelte sich Chromatiwm okenii in der 1. Woche (20°C, 
Tageslicht) von einem gerade sichtbaren purpurnen Schleier auf der 
schwarzen Schlammoberfliche zu einer mehrere Zentimeter hohen, 
dichten, purpurroten Wolke. Nach 2—3 Wochen erfiillten die schwar- 
menden Chromatien die ganze Wassersdule bis 0,5 em unter die Ober- 
flache in dichter weinroter Suspension (vgl. Abb.7). Thiospirillum 
jenense entwickelte sich in dieser Zeit zuniichst als langsam sich verbrei- 
ternde hellgelbbraune Schicht auf der Schlammoberflaiche. Erst wenn die 
schwarmende Massenanreicherung von Chromatium okenii nach mehreren 
Wochen diinner wurde und sich an der Lichtseite im oberen Teil des 
Schlammes purpurrote Flachen ausgebildet hatten, trat Thiospirillum 
jenense in eine entsprechende Massenvermehrung ein. Die entstehende 
Population erhielt sich dann in erstaunlicher Dichte iiber mehrere 
Monate hin schwarmend. Wahrend dieser ganzen Entwicklung durchlief 
die Kultur Stadien, in denen die beiden Arten sich vollstandig durch- 
mischt hielten. Gelegentlich entmischten sie sich jedoch zu zwei ,,Bak- 
terienplatten“, die in mehr oder weniger groBem Abstand tibereinander 
schwebten und in denen jede Art von der anderen nahezu frei war. Es 
gelang dann leicht, beide Organismen getrennt abzuimpfen und _ sie 
isoliert weiterzukultivieren. 

Beide Purpurbakterienarten zeigten in den Schlammsaulen bei ver- 
schiedenen Lichthelligkeiten iibereinstimmende Schwarmbewegungen: 
Bei Dunkelheit und diffusem Tageslicht schwarmten sie in der ganzen 
Fliissigkeitssdule bis dicht unter die Oberflache. Mit steigender Helligkeit 
verdichtete sich die Schwaérmzone mehr und mehr zu einer kompakten 
Schicht auf der Schlammoberflache. 

Die Populationen von Chromatium okenw sind je nach Alter der An- 
reicherungskultur verschieden gefarbt; fiir kleine Chromatiwm-Arten 
wurde dies bereits von vAN Niet (1932) treffend beschrieben. Junge 
Anhaufungen in frischen, H,S-reichen Lésungen erscheinen pastell- 
farben-purpurrot. Die Einzelzellen enthalten dann sehr viele Schwefel- 
tropfehen und das Plasma erscheint fast farblos. Im Laufe von Wochen 
und Monaten vertieft sich das Purpurrot bis zum Weinrot und der pastell- 
farbene Charakter der Farbung weicht einem lackartigen. Die Einzel- 
zellen sind dann weitgehend frei von Schwefeltrépfchen und das Plasma 
erscheint hellpurpurrot. Entsprechende Veranderungen des Farb- 
charakters sind an Kulturen von Thiospirillum jenense zu beobachten. 
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Abb.7. Klirschlamm-Anreicherungskulturen verschiedener Schwefelbakterienarten. Von links nach 
rechts Chromatium okenii, Stamm Ostrau, Thiospirillum jenense, Stamm Ostrau, Chromatium 
warmingii, Chlorobium limicola und Chromatium okenii, Stamm Ostrau; ein Drittel natiirliche GréBe 


Abb.12. Anreicherungskulturen in halbsynthetischer Niihrlésung: linke Flaschen: Chromatium okenii, 
Stamm Ostrau; rechte Flaschen: Chromatium warmingii; ein Drittel nattirliche GréBe 
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Die ersten Anreicherungen im H,S-reichen Schlammwasser erscheinen 
infolge des hohen Gehalts an Schwefeltrépfchen der Einzelzellen kalkig- 
gelbbraun. Bei alteren Kulturen vertieft sich die Farbung nach lackartig 
orangebraun. Das Plasma der Einzelzellen erscheint dann hellgriinlich- 
gelbbraun und ist nahezu frei von Schwefel. Als ,,orangebraun“ bezeich- 
nete bereits BupER (1915) den Farbton gréferer Anhaufungen von 
Thiospirillen. 


4, Anreicherung weiterer Arten und Stimme 
Chromatium warmingii (£. minus) 

In der Folgekultur einer urspriinglich mit der Ostrauer Teichwasser- 
probe beimpften Schlammkultur kam nach mehrmonatigem Stehen 
spontan eine weitere Chromatiwm-Art zur Massenentwicklung. Die 
besonders dicht erscheinenden Schwérmzonen dieses Organismus blieben 
stets unmittelbar in und auf der Schlammoberfliche und breiteten sich 
nie héher als 2—5 cm in die iiberstehende Fliissigkeitssiule aus. Im 
Unterschied zu Chromatium okenii wiesen die Massenanhaufungen eine 
kalkig-violettpurpurne Farbung auf. An der charakteristisch polstén- 
digen Anordnung der Schwefeltrépfchen und den GréBenverhaltnissen 
erkannten wir den Organismus nach den Beschreibungen von CoHn 
(1875), Brrertnck (1893) und Bavenpamm (1924) als Chromatium 
warmingit (vgl. S.5—6 u. Abb.3). Ebenso wie die beiden anderen Purpur- 
bakterienarten hielt sich Chromatium warmingii in den Schlammsdaulen 
bei hoher Populationsdichte monatelang schwarmend. 


Chromatium okenit, Stamm ,,Reyershausen‘‘ 


Im Herbst 1959 erhielten wir durch Herrn BREUKER eine purpurrote 
Schlammwasserprobe aus einem langsam durchstrémten kleinen Erlen- 
bruch-Tiimpel bei Reyershausen (nérdlich von Géttingen). Mikroskopisch 
waren neben groBen Mengen kleiner Chromatien vom Typ des Chroma- 
tium vinosum vereinzelte Zellen von Chromatium okenit zu erkennen. 
Wir beimpften zwei Schlammsaulen aus dieser Probe und stellten sie 
hinter Infrarotfilter Nr.101 auf, um die Weiterentwicklung der reich- 
lich darin enthaltenen Griin- und Blaualgen zu verhindern. Nachdem in 
den ersten Wochen eine Massenentwicklung von Chromatium vinosum 
vollig zuriickgegangen war, begann sich Ohromatiwm okenti in dichten 
Wolken anzureichern. Uberimpfungen in neue Schlammsaulen entwickel- 
ten sich ebenso schnell und kraftig, wie der Chromatiwm okenwi-Stamm 
aus der Ostrauer Teichwasserprobe. 

Der neu isolierte Okenii-Stamm ,,Reyershausen‘‘ unterschied sich vom 
Stamm ,,Ostrau‘‘ morphologisch durch stérkere Kriimmung der Zellen 
(vgl. Abb.8). AuBer im ruhenden Zustand ist dieser gestaltliche Unter- 
schied besonders deutlich zu sehen an schwimmenden Zellen, deren 
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Rotationskérper nicht tonnenférmig, sondern nach vorne trichterformig 
verbreitert erscheint. Es lieBen sich bisher keine weiteren Unterschiede 
zwischen den beiden Stammen erkennen. 


a. ; ai aes eee 
Abb.8. Chromatium okenii (Perty), Stamm Reyershausen aus Klirschlamm-Anreicherungskultur. 
Hellfeld-Lebendaufnahme; Gesamtvergr. 960 mal 
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Abb.9. Thiospirillum jenense (Winogradsky), Stamm Géttingen aus Klirschlamm-Anreicherungs- 
kultur. Hellfeld-Lebendaufnahme; Gesamtvergr. 960 mal 


Thiospirillum jenense, Stamm ,,G6ttingen“ 
Im Winter 1959/60 regte uns Herr Dr. W. Kocn (Inst. f. Pflanzen- 


physiologie, G6ttingen) an, eine Probe aus dem Teich des Botanischen 
Gartens zu untersuchen, dessen Bodenschlammzone sich gerade in einer 
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Phase besonders starker Schwefelwasserstoffentwicklung befand. Zentri- 
fugate des Teichwassers schienen lediglich Chromatium weissei zu ent- 
halten. In Schlammsaulen, die wir mit der Probe beimpften, entwickelten 
sich jedoch nur Chlorobium limicola und Thiospirillum jenense. Folge- 
kulturen, die wir hinter Infrarotfilter Nr. 530 belichteten, ermoglichten 
uns, reine Anreicherungen des J'hiospirillum-Stammes zu gewinnen und 
dauernd in Kultur zu halten. 

Bei mikroskopischer Betrachtung unterscheidet sich der Thiospirillum- 
Stamm ,,G6ttingen“ von unserem zuerst angereicherten Stamm ,,Ostrau“. 
Breite und Lange der Einzelzellen sind bei beiden Stiémmen im Mittel 
etwa gleich; jedoch ist die Weite des Schraubengangs bei den Zellen des 
Géttinger Stammes kleiner (vgl. Abb.9), so daB der Rotationskérper der 
schwarmenden Spirillen schlank stabchenférmig erscheint. Demgegen- 
tiber bleibt bei dem Ostrauer Stamm auch wahrend der Bewegung die 
stark spiralige Form der Kinzelzelle am Rotationsk6érper leicht erkennbar. 


Chlorobium limicola, Chlorochromatium aggregatum 
und Amoebobacter spec. 


In Rohkulturen der mit Reyershauser Teichwasser beimpften Schlamm- 
sdulen kam Chlorochromatium aggregatum gelegentlich zu_starkerer 
Vermehrung. In langer stehenden Schlammsdaulen reicherte sich spater 
Chlorobium limicola als kalkig-gelbgriine, bis mehrere Zentimeter hohe 
Schicht auf der Schlammoberflache an. Saulen, die wir viele Wochen 
lang hinter Infrarotfilter Nr. 530 belichtet hatten, enthielten in der 
ganzen iiber dem Schlamm stehenden Wasserschicht gleichmaBig ver- 
teilt kalkig-violette, dichte Massen von Amoebobacter (WINOGRADSKY). In 
jedem Falle gelang es uns, durch Abimpfungen aus Massenansammlungen 
dieser einzelnen Organismen zu Folgekulturen zu gelangen, in denen eine 
der gerade gewiinschten Arten fortgeziichtet werden konnte. 

In der Wasserprobe des natiirlichen Standorts glich die in Schleim- 
hiillen Zellfamilien bildende unbewegliche Purpurbakterienart der von 
WinoGrRabsky (1888, Tafel III, Abb.2) als Amoebobacter roseus beschrie- 
benen Art. In der Schlammséulen-Anreicherungskultur vermehrte sich 
der Organismus hingegen weitgehend in Form von Hinzelzellen. Er 
konnte dann nach der Beschreibung von Mo.iscnu (1907) auch als 
Rhodothece pendens angesprochen werden. Die fiir den Organismus 
typischen ,,Héhlungen“ (WINOGRADSKY) bzw. ,Airosomen* (MoLiscH, 
vgl. Abb.10a) verschwanden fiir einige Stunden, wenn die Zellen bei 
5000 U/min abzentrifugiert worden waren (Abb. 10b). In den folgenden 
10—20 Std bildeten sie sich dann aber allmahlich wieder deutlich aus. 

Aus dem Dargestellten geht hervor, daB Anreicherungskulturen von 
Chromatium okenti und Thiospirillum jenense nicht nur mit Impfmaterial 
eines einzigen natiirlichen Standorts gelangen. Beide Arten lieBen sich in 
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gleichartigen Schlammsiulen auch noch aus Proben je eines anderen 
natiirlichen Gewissers anreichern und fortziichten. Die Laboratoriums- 
kulturen der groBen Thiorhodaceae in den Schlammséulen bestehen bei 
uns nun schon iiber 1 Jahr mit gleichbleibend guter Entwicklung. Auch 
lieBen sich die Arten in diesem Jahr im mikrobiologischen Kurs erneut 
aus natiirlichen Wasserproben in den Schlammsiulen anreichern. Es 


a 


Abb.10. Amoebobacter spec. (Winogradsky) aus Klirschlamm-Anreicherungskultur. Hellfeld-Lebend- 
aufnahmen von Tuschepriiparaten zur Darstellung der Schleimhiillen. Erklirung im Text. 
Gesamtvergr. 960 mal 


darf deshalb gesagt werden, da8 die mit frischem Klarschlamm, Erde und 
Calciumsulfat angesetzten Schlammsaulen giinstige Entwicklungs- 
bedingungen fiir sechs photosynthetisch lebende Schwefelbakterien- 
arten darbieten. 


IV. Entwicklung einer halbsynthetischen Nihrlésung 
fiir Chromatium okenii und Chromatium warmingii 

In den bisher dargestellten Schlamm-Anreicherungskulturen konnten 
wir die isolierten Schwefelpurpurbakterien-Stimme jederzeit in gréBeren 
Mengen heranziichten und als Impfmaterial fiir Versuchsansiatze ver- 
wenden. Wir beschrinkten uns zuniichst auf Untersuchungen mit 
Chromatium okenit Stamm Ostrau. 

Alle Bemiihungen verliefen erfolglos, Chromatium okenii in einer der 
bisher fiir die Kultur von Chromatien angewendeten vollsynthetischen 
Nahrlésungen zu ziichten oder auch nur lingere Zeit darin am Leben zu 
erhalten. Wir schlugen deshalb den nachstliegenden Weg ein und ver- 
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wendeten ,,Schlammwasser“ als Nahrlésungsgrundlage. Durch schritt- 
weise Veranderungen dieser Nahrlésungsbasis und vorsichtigen Zusatz 
von Nahrsalzen wollten wir die Lebensbediirfnisse unserer Organismen 
ermitteln und damit die Lebensbedingungen kennenlernen, die in einer 
volisynthetischen Nahrlésung herzustellen sind. 

Um geniigend Schlammwasser zu gewinnen, iiberschichteten wir in 
10 1-Glasflaschen die bewahrte Schlammischung (frischer Klarschlamm: 
Erde:CaCS, = 1:1:0,5) mit dem fiinffachen Volumen Regenwasser und 
lagerten diese Ansatze bei 15—20°C mehrere Wochen im Dunkeln. Aus 
der tiberstehenden Fliissigkeit lieB sich dann je nach Bedarf satzfreies, 
klares, stark H,S-haltiges Wasser entnehmen und direkt als Nahrlésungs- 
grundlage verwenden (im folgenden einfach als ,,Schlammwasser‘‘ 
bezeichnet.) Nach jeder Entnahme wurden die Flaschen wieder mit 
Regenwasser aufgefiillt. 

Kulturversuche wurden in Schraubkappen-Reagensglasern angesetzt, 
mit 0,5—1 ml gut schwarmenden Zellen aus Schlammsdaulen beimpft und 
bei 18—22°C in Aquarien im gefilterten Licht bebriitet (Infrarotfilter 
Nr. 101, 60 Watt-Gliihlampe im Abstand von 20 cm). 

Die GroBe der Einzelzellen von Chromatium okenii erméglicht bei 
lichtmikroskopischer Lebendbeobachtung fodrderliche oder ungiinstige 
Wirkungen der gebotenen Lebensbedingungen an kleinen Veranderungen 
der Verhaltensweise und Beschaffenheit der Zellen direkt abzulesen. Wir 
beachteten folgende Verhaltnisse: 

a) Bewegung oder Stilliegen der Organismen; schnelle oder triage 
Bewegung, gleichmaBig geradliniges Schwimmen oder eng kreisendes oder 
stoBweises Fortbewegen (z. B. bei Teilungsstadien mit GeiBeln an beiden 
Enden). + 

b) GréBe und Wohlgeformtheit der Zellen, Vorhandensein von Tei- 
lungsstadien und anormalen, verkriippelten Formen. ait 

c) Vorhandensein, GréBe und Anordnung der Schwefeltrépfchen sowie 
von farblosen ,,Reservestoff‘-Granula und von Vacuolen in den Zellen. 

d) Farbintensitaét der Zellen von fast farblos bis hellpurpurrot. 

Bei Beobachtung dieser Verhaltnisse lieB sich kurzfristig feststellen, ob 
die hergestellte Kulturlésung dem Organismus angemessene Lebens- 
bedingungen bot. Ein direkt sichtbarer Vermehrungserfolg — oder MiB- 
erfolg — brauchte deshalb in vielen Fallen gar nicht erst abgewartet zu 
werden. ; 

In Ansatzen mit reinem Schlammwasser, dem entweder 0,05°/, 
neutralisiertes Na,S- 9 H,O oder 0,1°/) Na,S,O0; zugesetzt worden war, 
hielt sich Chromatium okenii in einem py-Bereich von 6,0—6,8 iiber eine 
Woche schwarmend im ganzen Glas. In den Glasern mit Thiosulfat- 
Zusatz blieben die Zellen nach einigen Tagen dauernd schwefelfrei. Kine 
deutlich sichtbare Vermehrung erfolgte bei diesen. Versuchsansadtzen in 
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keinem Falle. Demgegeniiber kénnen sich die Organismen im Schlamm- 
wasser der Anreicherungskulturen iiber Schlammbodensatz offenbar des- 
halb vermehren, weil ihnen aus der Schlammzersetzung fortwahrend neue 
Nahrsubstanzen zukommen. Um in dem reinen Schlammwasser eine 
Vermehrung zu erhalten, muBten diesem also noch Mineralsalze zugesetzt 
werden. Um Fettsauren, organische Sauren oder Aminosauren konnte es 


Tabelle 1. Zusammensetzung der Nahrlésung A 


Wasser 1000 ml KH,PO, 1g 

Vitaminlésung I 10 ml MgSO, -7H,O 1 re, 

Hoaglandsche NaHCO, 2¢ 
Spurenelementlésung a 1,5 ml CaSO, - 2H,O 0,5 g 

FeSO, -7H,O 10 mg CaCO, 0,05 g 

ZnSO, :7H,O 5 mg Na,S - 9H,O 0,5 g 

(NH,).50, 1g pu 6,5 

KCl 0,5 g 

Vitaminlésung I enthalt auf 100 ml Aqua dest.: 
0,1 mg Biotin 2,0 mg Nicotinsaure 
0,1 mg Ca-Pantothenat 2,0 mg Aneurin 


1,0 mg para-Aminobenzoesaure 


sich bei den notwendigen Nahrsubstanzen nicht handeln, da Zusatze 
einzelner dieser Stoffe (Acetat, Malat, Succinat, Glutaminat und andere) 
in Mengen von nur 5 mg/100 ml Nahrlésung innerhalb von 1—2 Tagen 


zu einer Massenver g 
Tabelle 2 nvermehrung der 
in geringer Zahl vorhandenen 
Mit Schlamm- Reines Athiorhodaceae (wahrscheinlich 
wasser angesetzte Schlammwasser 
Nr. Niibrlésung A Rhodopseudomonas capsulatus) 
Volumenanteile Volumenanteile fiihrte und Chromatium okenii 
1 0 7 100 ganz iiberwachsen wurde, 
2 20 .s 80 Es wurde eine Mineralsalz- 
; 35 + 65 lésung iiblicher Zusammen- 
50 5 . 
P Ae i: . setzung mit Spurenelementen 
t 2) . . . 
6 100 x 0 und Vitaminen in Schlamm- 
pu-Wert der Lésungen vor dem Be- ware angesetzt (vgl. Tab. 1). 
impfen: 6,3—6,6. Diese Lésung wurde in ver- 


schiedenen Volumenverhaltnis- 
sen reinem Schlammwasser beigemischt (Tab. 2), um die giinstigste 
Nahrsalzkonzentration fiir eine Vermehrung von Ohromatium okenii 
festzustellen. Von einer Sterilisation der Lésungen wurde vorerst ab- 
gesehen. Das Ergebnis des Versuches lai8t sich so zusammenfassen: 
1. Schlammwasser ohne Zusatz von Nihrsalzlésung: 
Die eingeimpften Zellen von Chromatium okenii schwarmten einige 
Tage im ganzen Rohr. Ks trat keine sichtbare Vermehrung ein. Nach einer 
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Woche setzten sich die Zellen auf dem Boden des Rodhrchens ab. Die 
iiberstehende Lésung blieb klar. 

2. und 3. Schlammwasser mit 20 und 35°/, Nahrsalzlésung: 

Das Impfmaterial setzte sich zunadchst ab und hielt sich bei Nr. 2 
2 Tage, bei Nr.3 3—4 Tage in dichter Wolke am Boden schwimmend. An 
der Groéenzunahme der weinroten Wolke schwarmender Zellen war die 
Vermehrung der eingeimpften Zellmenge gut zu erkennen. An den 
folgenden Tagen schwarmten die Organismen besonders in den Glasern 
Nr. 2 fast gleichmaBig in der ganzen Fliissigkeit, wahrend bei Nr.3 auBer 
den nach oben in abnehmender Menge schwarmenden Zellen noch eine 
dichte purpurrote Wolke am Boden des Glases blieb. Am 6. Kulturtag 
erhielten alle GefaBe 0,05°/, Na,S-Zusatz. Nach anfanglich vollstandigem 
Absetzen schwarmten die Zellen in den folgenden Tagen bei beiden 
Konzentrationen (Nr. 2 und 3) gleichmaBig im ganzen Glas. Die inten- 
sivere Purpurfarbung der Kulturen Nr. 3 lieB erkennen, daB eine starkere 
Zellvermehrung eingetreten war. 

4., 5. und 6. Schlammwasser mit 50, 65 und 100°/, Nahrsalzlosung: 

In allen diesen Kulturen trat auch nach langerer Zeit (14—21 Tage) 
kein Schwaérmen der Zellen in der ganzen Fliissigkeit auf. Nur in den 
Ansatzen Nr. 4 und 5 kam es zu einer guten Vermehrung des Impf- 
materials im Bodensatz. Die unverdiinnte Nahrsalzlosung (Nr. 6) erlaubte 
Chromatium okenii praktisch keine Vermehrung. 

Der Versuch zeigt, daB die Zellen bei steigender Nahrsalzkonzentration 
immer weniger stark schwarmen und sich schlieBlich auch nicht mehr 
vermehren. Nach allen bisherigen Beobachtungen an den groBen Thiorho- 
daceen sehen wir das Schwarmen der Zellen in der ganzen Fliissigkeit 
wahrend bestimmter Entwicklungsphasen der Kultur als ein Zeichen 
wirklich angemessener Lebensbedingungen an. Nun erfordert das von uns 
angewendete Prinzip der statischen Kultur, die Organismen bereits bei 
Kulturbeginn mit Nahrsalzvorraten fiir die ganze Entwicklung in einem 
GefaB zu versorgen. Bei der Wahl einer geeigneten Konzentration aller 
notwendigen Nahrsalze war also ein Kompromif zu schlieBen: die 
zugesetzten Mengen sollten klein genug sein, um das Schwarmen und das 
normale Wachstum des Organismus nicht zu beeintrachtigen ; sie muBten 
aber auch hoch genug sein, um eine befriedigende Massenzunahme zu 
erméglichen. Bei allen folgenden Experimenten verwendeten wir Nahr- 
lésungen mit dem uns am geeignetsten erscheinenden Konzentrations- 
verhaltnis: 35 Teile Nahrlésung A zu 65 Teilen Schlammwasser. Dabei 
konnte ohne Nachteil fiir die Entwicklung des Organismus das Drittel 
Nahrlésung A mit Regenwasser (spadter auch deionisiertem Wasser), 
angesetzt werden. 

In dieser ,,halbsynthetischen Nahrlosung“ lieB sich sowohl Chromatiwm 
okenii als auch Chromatium warmingii in schwirmendem Zustand bis zu 
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hohen Populationsdichten heranziichten, wenn nach der jeweiligen Umset- 
zung des Sulfids dessen Konzentration wieder zu 0,05°/, erganzt wurde. Bei 
100 ml fassenden KulturgefiBen hatte dies bis zum Auswachsen der 
Kultur drei- bis viermal in Abstanden von etwa4—6 Tagen zu geschehen. 

Bei einem spiateren Ansatz mit sterilfiltrierter halbsynthetischer Nahr- 
losung (Seitz-Filter: EK) und Zugabe von autoklaviertem, verfliissigtem 
Agar bei 45°C (Endkonzentration 1,0°/,), konnten mit der zuerst von 
van Niex (1932) bei Chromatien 
angewendeten Methodik in Paraf- 
fin-verschlossenen Reagensglasern 
Einzelkolonien sowohl von Chro- 
matium okenii als auch von Chro- 
matium warmingii erhalten werden. 
Einzelneisolierte Kolonien wuchsen 
in fliissiger Nahrl6sung der gleichen 
Zusammensetzung zu schwarmen- 
den Kulturen heran. Aus den an- 
gelegten Agarréhrchen wurde bei 
dieser Gelegenheit auch eine zur 
Entwicklung gekommene Kolonie 
Abb. 11 Chromatium vinosum (Winogradsky), einer kleinen Chromatiumart vom 
Monokultur in Halbey eipcerarok Nihrlosung. T Ohromahiumvinoswn meoliert 
Hellfeld-Lebendaufnahme; GesamtvergréBerung yP omatiu 

960 mal und in der gleichen Nahrlésung 
fortgeziichtet (vgl. Abb. 11). 

Wir erhielten uns diese Monokulturen in sterilfiltrierter halbsynthe- 
tischer Nahrlésung in 100 ml SchraubverschluBflaschen bei vierwéchent- 
licher Uberimpfung. Sie dienten als Ausgangsmaterial fiir weitere 
Versuchsansitze, die zur Auffindung einer vollsynthetischen Nahrlésung 
fiihren sollten (siehe Abb. 12, 8S. 28). 

Alle Versuche, Thiospirillum jenense auch in halbsynthetischer Nahr- 
losungzu kultivieren, blieben bisher erfolglos. In der fiir Chromatium okenii 
geeigneten Nahrlésung (Schlammwasser 65, Nahrlésung A 35 Volumen- 
anteile) trat eine Vermehrung dieser Organismen nur inder ersten aus der 
Schlammsaule beimpften Kultur ein. In gleichartig angesetzten Folge- 
kulturen entwickelten sich die Thiospirillen jedoch nicht mehr weiter. 
Durch Verandern der Nahrlésungskomponente versuchen wir auch weiter- 
hin zu einer geeigneten halb- oder vollsynthetischen Nahrlésung fiir diese 
Organismen zu gelangen. 


Zusammenfassung 
Ks werden Beobachtungen mitgeteilt iiber die Entwicklungsbedin- 
gungen und Art des Auftretens der groBen Thiorhodaceae Chromatium 
okentt und Thiospirillum jenense an einem natiirlichen Standort. Die 
beiden Arten kommen nacheinander zu ihrer Massenentwicklung. 
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Eine besondere Art von Schlammséaulen-Anreicherungskulturen aus 
frischem Klarschlamm, Erde und gefialltem Calciumsulfat wird beschrie- 
ben, mit denen es méglich ist, folgende Schwefelpurpurbakterienarten im 
Laboratorium anzureichern und dauernd in Kultur zu erhalten: Chro- 
matium okenit, Chromatium warmingii, Thiospirillum jenense und 
Amoebobacter spec. 

Fiir Chromatium okenii und Chromatium warmingii wird eine halb- 
synthetische Nahrlésung angegeben. Sie erméglichte es bei beiden Arten, 
von Hinzelkolonien in Agar zu Monokulturen in SchraubverschluB- 
flaschen zu gelangen. 

Die spektralen Absorptionskurven lebender Zellen folgender Thiorho- 
daceen-Arten sind angegeben : Chromatiwm okenii, Chromatium warmingii, 
Chromatium vinosum, Amoebobacter spec., Thiospirillum jenense. Sie 
geben einen ersten Hinweis auf die Natur der vorkommenden Pigmente 
und ihr Mengenverhaltnis. 


Ausgefiihrt mit Apparaten, die uns die Deutsche Forschungsgemeinschaft zur 
Verfiigung gestellt hat. 
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Morphologische und physiologische Eigenschaften 
einiger aus Schafpansen isolierter Bakterienstamme 


Von 
RutTH STELLMACH-HELWIG 


Mit 5 Textabbildungen 
(Bingegangen am 31. August 1960) 


Seit einer Reihe von Jahren erregt die Flora des Pansens zunehmen- 
des Interesse. Die besonderen Lebensbedingungen im Pansen fiihrten zur 
Entwicklung einer spezifischen Flora, deren Stoffwechselleistungen 
nicht nur Bakteriologen, sondern wegen ihrer Bedeutung fiir das Wirts- 
tier auch Tierphysiologen beschaftigen. Dem hier vorgelegten Bericht 
gingen Untersuchungen voraus, die Beziehungen zwischen den im Pansen 
enthaltenen Bakterien und der Art des aufgenommenen Futters her- 
stellen sollten (HrELwia 1960). Die Ergebnisse lieBen eine direkte Kor- 
relation nicht erkennen. Die im Pansen auftretenden Sauren, die den 
ersten Gliedern der Fettsiurereihe angehéren, werden bereits in der 
Pansenwand umgesetzt (PENNINGTON 1954, 1957; ANNISON u. PENNING- 
TON 1952, 1954) und fungieren als Stimulantien der Cellulosezersetzer 
(BentLEY 1954; Bryant 1954; AtLtson 1958). Uber ihre Verwertung 
durch Pansenbakterien, ist noch wenig bekannt. Ob sie den im Pansen 
vorkommenden Bakterien als einzige C- Quelle dienen kénnen, sollten 
vorliegende Versuche erweisen. 

Die zweite Frage, deren Klirung angestrebt wurde, steht im Zusammen- 
hang mit dem hohen CO,-Gehalt von Panseninhalt und -atmosphare 
und seiner Auswirkung auf den Stoffwechsel der Pansenbewohner. 
Hunranen (1954) fand schon, da’ aus dem Pansen isolierte Bakterien- 
stiimme in der Lage sind, “CO, zu verwerten; eingehendere Unter- 
suchungen iiber die Funktion des Kohlendioxyds wurden jedoch nicht 
angestellt. Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die CO,- 
Abhangigkeit von Stoffwechselvorgingen ging ich der Frage nach, ob 
die an den hohen CO,-Partialdruck im Pansen angepaBten Bakterien 
auch zum Wachstum Kohlendioxyd benétigen; auBerdem wurden sie 
morphologisch und physiologisch eingehend charakterisiert. 


Methoden 


Panseninhaltsproben wurden aus einer Fistel am dorsalen Teil des Schafpansens 
entnommen und sofort in einen sterilen mit CO, gefiillten Kolben iiberfiihrt. 
Spatestens */. Std nach Entnahme wurden die Proben in die Anreicherungskulturen 
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geimpft. Die Isolierungen wurden in zwei Serien durchgefiihrt: 1. aus Pansen von 
Weidetieren, und 2. aus Pansen von Tieren, die ausschlieBlich mit Heu gefiittert 
wurden. 


Fiir die Isolierungen, Ubertragungen und Wachstumsversuche wurde als Grund- 
medium folgende Minerallésung benutzt: 0,01°/) MgSO,-7H,0; 0,005°/, CaCl; 
0,5°/, NaCl; 0,1°/) KH,PO,; 0,1°/.K,HPO,; 0,001°/, EDTA (Titriplex ITI Merck). 
Diesem Medium, das in zehnfacher Konzentration bei —17°C aufbewahrt wurde, 
wurden als Stickstoffquelle (NH,),SO,, als Vitaminquelle Hefeextrakt und als 
C- Quelle verschiedene organische Sauren in verschiedenen Konzentrationen zu- 
gesetzt (Tab.1). 


Tabelle 1. Zusammensetzung der Nahrlésungen 


mene Peas wala aerobe Bedingungen anaerobe Bedingungen 
Anreicherung MM?! + 0,1°/, N MM + 0,1°/, N 
+ 0,1°/, C (PS, IBS, + 0,1°/, HE 
IVS) + 1,0°/, C (je 0,5°/, 
der Komponenten einer 
Kombination: ES-BTS; 
IBS-BTS; ES-Glyc; 
IBS-Glye 
Isolierung MM + 0,1°/, N 
+ 0,05°/, HE wie Anreicherung 
+ 0,1°/, C (BS, 
IBS, IVS 
RegelmaBige Kultur der | MM + 0,1°/,N MM + 0,5°/) N 
Staimme + 0,1°/, HE + 0,1°/, HE 
+ 0,5°/, C (BS, IBS, + 1°/, baw. 2°/, C 
IVS | (BTS: 19/); Glye: 2%) + 
2°/, Agar) 
Reinheitspriifung MM + 0,5°/, Glucose 
+ 0,5°/, Pepton wie aerob 
+ 0,05°/, HE 
Probe der Anaerobiose MM + 0,1°/, N 
+ 0,1°/) HE 
+ 0,5°/) C (Hinzel- 
komponenten der Kom- 
binationen) 


1 MM = Mineralmedium; N = (NH,),SO,; HE = Hefeextrakt; C = Kohlen- 
stoffquelle; ES = Essigsiure; PS = Propionsiure; IBS = Isobuttersiure; IVS = 
Tsovalerianséure; BTS — Brenztraubenséure; Glyc = Glycerin. 


Wachstumsteste und CO,-Fixierungsversuche wurden auf den gleichen Nahr- 
lésungen durchgefiihrt, auf denen die Stiimme gehalten wurden. 


Aerophile Bakterien wurden mit Hilfe von Verdiinnungsausstrichen auf Agar- 
platten iiber mehrere Passagen gereinigt und auf Glucoseplatten auf Reinheit 
gepriift. Die Anaerobier wurden nach vier Passagen aus fliissiger Nahrlosung mit 
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Hilfe des Mikromanipulators! als einzelne Zellen isoliert, unmittelbar danach in 
reduzierte Nahrlésung iiberfiihrt und sofort bei 37°C bebriitet. 

Die Staémme wurden alle 4 Wochen auf Schragagar-Rohrchen iiberimpft, bei 
30 bzw. bei 37°C bebriitet und bei 10—12°C aufbewahrt. Die Anaerobenkulturen 
wurden mit dem Pyrogallolverschlu8 nach WricHt-BurRRri verschlossen. 

Zur systematischen Einordnung der isolierten Stamme wurden die nach BERGEY 
gebrauchlichen Bestimmungsnahrbéden verwendet. Zur Ermittlung der Wachs- 
tumskurve wurden je 50 ml angeimpfte Nahrlésung in 300 ml-Erlenmeyerkolben 

geschiittelt. In regelmaBigen Zeit- 


Tabelle 2. Verdiinnungsreihe zur Priifung der absténden wurde die Bakterien- 


Py as PS, suspension durch Neigen des 

ee Kolbens in ein seitlich an- 

‘ mlImpf- | Zellzahl geschmolzenes Reagensglas iiber- 

oe gine esa: lésung je 5 ml gefiihrt, im Eppendorf-Photo- 

Testmedium meter die Triibung gemessen und 

1 _ 0,1 108 zur weiteren Kultivierung wieder 

2 1:10 0,1 107 mit der Gesamtsuspension im 

3: 1:100 0,1 108 Kolben vereinigt. Die fakultativ 

4 1:1000 0,3 3 - 105 Anaeroben wurden in diesem 

5 1:1000 0,1 10° Falle mit Brenztraubensaure und 

6 1: 10000 0,3 3-104 auf Glucose-Pepton-Medium 

7 1:10000 0,1 104 (Tab.1) lediglich unter aeroben 

8 1:100000 0,3 3-108 Bedingungen auf ihre Wachs- 
9 1:100000 0,1 103 tumsintensitat gepriift. 

10 1:1000000 0,3 3-102 Die Abhangigkeit des Bak- 


terienwachstums vom CO,-Ge- 

halt der Atmosphiare wurde in 
50 ml Erlenmeyerkolben mit je 5 ml Substrat geprift. Zur Kultivierung 
unter Ausschlu8 von Kohlendioxyd wurden Kolben mit Zentralgefi®B, das 0,4 ml 
25°/,ige KOH als Absorbens enthielt, benutzt; diese Kolben wurden mit einem 
Gummistopfen verschlossen. Fiir jeden Stamm und jedes Medium wurden Kélbchen 
mit abgestuften Impfmengen (mit zehn verschiedenen Stufen, jeweils in zwei 
Parallelen) angesetzt (Tab.2). Die 24stiindige Vorkultur hatte eine Zellkonzen- 
tration von etwa 10°/ml. 

Die Kulturen wurden mit und ohne CO, 72 Std bei 30 baw. 37°C geschiittelt und 
anschlieBend bonitiert. Bei den Anaeroben wurde zusitzlich CO, in den Gasraum 
der Kulturréhrchen eingeleitet, um den Unterschied im CO,-Gehalt noch zu ver- 
groBern. 


Ergebnisse 
a) Charakterisierung der Bakterienstimme 


Unter den sich in den Anreicherungskulturen nach Tab.1 entwickeln- 
den Formen lieBen sich immer nur zwei bis drei, héchstens vier verschie- 
dene morphologische Typen mikroskopisch unterscheiden. Ihre Zahl 
verringerte sich nach einigen Uberimpfungen auf dem gleichen Nahr- 
medium. 

Die aeroben Bakterien lieBen sich verhaltnismaBig leicht rein kulti- 
vieren; nach mehreren Passagen iiber Agarplatten (in Tab. 1 angegebene 
Kombinationen) erschienen sie mikroskopisch einheitlich. Die isolierten 


1 Herrn Prof. Dr. R. Mryrr danke ich fiir seine Hilfe. 
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Stémme verloren regelmaBig ihre Wiichsigkeit; sie lieB sich jedoch 
durch Zusatz von 0,05°/, Hefeextrakt wiederherstellen. Im Laufe der 
Passagen waren die Vitaminreserven der Zellen offenbar aufgebraucht 
worden. Den Nahrlosungen wurde daher routinemaBig 0,1°/, Hefeextrakt 
zugefiigt. 

Bei dem Versuch, Anaerobier zu isolieren, kamen von zehn Einzel- 
kulturen von den fakultativen Stémmen nur drei, von den obligat 
Anaeroben nur einer zur Entwicklung. Um zu priifen, ob sich ihr Ver- 
halten gegeniiber Sauerstoff im Laufe der Kultur andert, wurden die 


Tabelle 3. Wachstum der isolierten anaeroben Stdémme mit verschiedenen einzeln 
verabreichten C-Quellen 


Al El HL 
Substrat 
aerob anaerob aerob anaerob aerob anaerob 

EKssigsaure + = 

Brenztrauben- 

saure — ot alk ae 

Isobuttersaiure BIE = a ~~ 
Glycerin | =. aie 


Stamme A 1, Hi und H/ nach mehreren Passagen sowohl aerob als auch 
anaerob zunachst auf den in Tab. 1 angegebenen Kombinationen kultiviert. 
Die Stémme A / und #7 wuchsen aerob und anaerob fast gleich gut; der 
Stamm #7 nur anaerob. Da die Anreicherung in Nahrlosungen erfolgte, 
die jeweils zwei Komponenten als C- Quelle kombiniert enthielten, war 
nun zu priifen, ob die isolierten Organismen lediglich auf diesen zwei 
Substrate enthaltenden Nahrbéden wuchsen oder ob ein Substrat aus- 
reicht; ferner war das Verhalten unter aeroben und anaeroben Bedin- 
gungen zu priifen. Die genannten Stamme wurden auf Nahrlésungen mit 
jeweils einer der Komponenten aerob und anaerob kultiviert (Tab.3). 
Die fakultativ anaeroben Stimme AJ und #1 wachsen auf Fettsauren 
nur aerob, auf Brenztraubensdure sowohl aerob als auch anaerob. Der 
Stamm H/ wachst auf Fettsauren weder aerob noch anaerob und auf 
Glycerin nur anaerob; es handelt sich also um einen streng anaeroben 
Organismus. Weiterhin zeigen die Versuche mit einzeln verabreichten 
Substraten, da die isolierten Organismen durchweg mit nur einem 
Substrat zu wachsen vermogen. 

Die Ergebnisse der Wachstumspriifung auf den Bestimmungsnahr- 
béden nach Bercey sind in Tab.4 zusammengefaBt. 

Die aeroben und die anaeroben Stémme ahneln einander sehr stark. 
Mit Ausnahme der Stamme J/VS-B und H/ sind sie gramnegativ. Bei 
den aeroben Stémmen handelt es sich um Kurzstabchen mit Abmessun- 
gen von 0,5: 1,0 4 (Abb.1 und 2). Die aeroben Pansenstamme und der 
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Abb.1. a PSW 0,50°1,10 4; b PSBO0,80+0,95 uw; c¢ IBSH 0,40- 0,95 uw; Y 
> > , ’ ’ ’ > My d IBSW 0,30 2 0,9) ; 
ce IVSW 0,95 + 1,10 w; f TV SB 0,55 + 1,80 w; g 47 0,45°1,10 4; hh H1 0,45 + 1,20 w =e 


Stamm PS-B, gehoren wahrscheinlich (nach dem Bestimmungsschliissel 
im Anhang von Brrcrys Bestimmungsbuch) zur Gattung Achromo- 
bacter, Sie werden dort als farblose Sta&bchen beschrieben, die teils 
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beweglich, teils unbeweglich im Wasser oder im Boden vorkommen. 
Als unbewegliche Formen kénnen unsere Stamme nur zu fiinf beschrie- 
benen Achromobacter-Arten gehoren; jedoch wurde auf eine genaue 
Bestimmung der Stamme verzichtet. 

Die Bestimmung der Stamme 4/ und F/ fiihrte zur Gattung Bacte- 
roides. Bacteroides-Stimme mit einem Temperatur-Optimum von 37°C 


| eo 


c d 
-23—3.3 ; I auf 2,0°/, N. L. 0,55 - 1,85—2,6 
Abb.2. a H1 auf 0,5°/, N. L. 0,35°2,3—3,3 « Phako; b H 0°%o , ; 
Phako; ¢H1auf0,5%, Agar 0,30 -3,3—7,5 0 Gramfirbung; d H1 auf 2,0%, Agar 0,35 ° 3,0—4,8 1 
: Phako 


wurden schon haufig aus dem Pansen isoliert (zuletzt von BRYANT u. 
Mitarb. 1958). Sie sind in der Lage, unter anaeroben Bedingungen eine 
Reihe von Zuckern zu vergaren und Séuren und Gase zu bilden; ferner 
bilden sie Indol aus Tryptophan; unter aeroben Bedingungen bilden 
beide Stiémme Katalase. 

Der streng anaerobe Stamm /#7/ lieB sich nur schwer in das System 
einordnen; da er auf verschiedenen Nahrbéden und unter verschiedenen 
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Bedingungen in morphologisch voneinander abweichenden Formen auf- 
tritt. Die Empfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff erschwerte die Haltung 
dieses Stammes; er wurde auf MM-Agar mit 0,5°/, Ammonsulfat und 
2°/, Glycerin gehalten. Es handelt sich um ein langes, nicht sporen- 
bildendes Stabchen, fiir das die Neigung zur Bildung langerer Ketten 
auf Agar-Nahrbéden und sein grampositives Verhalten charakteristisch 
ist. Die in Tab. 4 genannten Zucker wurden unter starker Saure- und 
Gasbildung vergoren; Starke wurde abgebaut. Nach BERGEy ist er in die 
Gruppe der Catena-Bakterien in die Nahe von Catenabacterium contortum 
(Prevor 1938) zu stellen. Auf Grund seines Vorkommens im Pansen und 
seiner etwas abweichenden Eigenschaften von der ebengenannten Art 
wird die Bezeichnung Catenabacterium ruminantium vorgeschlagen. 


Tabelle 4. Physiologische Eigenschaften der isolierten Stémme 


PS-B | PS-W | IBS-H | IBS-W / IVS-W | Al El Hl 
Glucose SG SG |}——]| 8S Sse SG SG 
Lactose SS) SG }——}|;——] 8S SG SG SG 
Galaktose | SG 
Maltose SG 
Mannose SG 
Laevulose SG 
Rohrzucker | — | | — | — SG 

ae = | ——}- — | = | a 

Acetoinbildung | | se 
Starkeabbau | | 
Gelatineverfliissigung aE ea 
H,S8- Bildung ie | a 
Indolbildung Oster aly its a wees: 
Nitratreduktion -+ + | = | + | + 
Katalasebildung -- + de le ae =— a 
Citratabbau | + a aed ~ A 
Caseinabbau | _ 
Lackmusmilch — S i: SP S S S 


S = Saure; G = Gas; P = peptonisiert. 


Zu weiteren Untersuchungen wurden auBer den Pansenbakterien zwei 
aus Gartenboden isolierte Stiémme herangezogen: Ein bereits 1956 aus 
dem Wurzelbereich von Valeriana officinalis auf Isovaleriansaure als 
C- Quelle isoliertes Mycobacterium (IV S-B) und ein aus Gartenerde auf 
Propionsaure isolierter Stamm (PS-B). 


b) Das Wachstum 
Fiir alle Stémme — mit Ausnahme von Stamm HJ — wurden in 
dem Medium, auf dem sie isoliert worden waren, und auf einer Glucose- 
Pepton-Nihrlésung die Wachstumskurven aufgenommen. Die Nahr- 
lésungen wurden mit einer 24stiindigen Vorkultur beimpft und das 
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Wachstum durch Triibungsmessung anfanglich in stiindlichen, spater in 
groBeren Abstanden verfolgt. Aus Abb.3 und 4 geht hervor, daB alle 
Staémme verschieden lange Anlaufphasen unabhangig von der Brut- 
temperatur durchmachen. AZ und H1 verhalten sich sehr ahnlich; 
zusammen mit den gepriiften physiologischen Merkmalen deutet diese 
Ubereinstimmung im Wachstumsverlauf auf nahe verwandtschaftliche 
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Abb.3. Wachstumskurven der isolierten Stimme auf ihren jeweiligen Siuremedien. e PS-B; 0 PS-W; 
a IBS-H; A IBS-W; ew IVS-B; co IVS-W; + Al; x El 


Beziehung. Die Stiémme mit den langsten Anlaufphasen haben sowohl 
auf Saduren als auch auf Glucose den groBten Ertrag an Zellsubstanz 
(IBS-HundIVS-B). Bei einem Vergleich der Wachstumsintensitaten auf 
Sauren und auf Glucose zeigt sich die gleiche zeitliche Reihenfolge des 
logarithmischen Wachstumsbeginns. Aber der Ertrag liegt bei allen 
Stémmen auf Sdiuremedium hoher als auf Glucose. Am starksten tritt 
dieser Unterschied bei JVS-W hervor, der im Vergleich zu den anderen 
aeroben Stémmen am schnellsten wachst. Abgesehen vom geringen 
Ertrag an Zellsubstanz auf Glucose zeigt der Stamm JBS-W nach dem 
ersten Anstieg des Wachstums von der 9. bis zur 14. Std einen zweiten 
von der 19. bis zur 23. Std. Es ist anzunehmen, da nach Verbrauch der 
Glucose das Pepton zusatzlich als C- Quelle fungiert und so den Bakterien 
die Méglichkeit zu einer zweiten Vermehrungsphase gibt. Die fakultativ 
anaeroben Stamme A / und #1 wurden in diesem Test aerob geschiittelt, 
um sie mit den anderen aeroben Stémmen vergleichen zu kénnen. 


Extinktion 
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- ¢) CO,-Abhangigkeit des Wachstums 
Die Tatsache, daB die Stimme aus einem kohlendioxydreichen Milieu 
isoliert worden waren, gab Veranlassung zu priifen, ob sie auch in syn- 
thetischen Nahrlésungen Kohlendioxyd zum Wachstum benétigten. Da 
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Abb.4. Wachstumskurven der isolierten Stiimme auf Glucose-Pepton-Medium, e PS-B; 0 PS-W; 
4IBS-W; aIBS-H; a IVS-B; oIVS-W; + Al; x El ; 


bereits tastende Versuche ergeben hatten, da das Wachstum durch die 
Entziehung von Kohlendioxyd beeintrachtigt wurde und der Effekt von 
der Anzahl der eingeimpften Bakterien abhing, wurde eine Serie von 
Versuchen mit abgestuften Impfmengen angesetzt (Tab.2). Fiir jeden 
Stamm wurde die CO,-Abhingigkeit auf verschiedenen Substraten 
(IBS, PS, IVS und Glucose) gepriift. Nach einer Kulturdauer von 72 Std 
zu einem Zeitpunkt, an dem alle Stiéimme normalerweise am Ende ihres 
Wachstums angelangt waren, erfolgte die Bonitierung. 
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In der beigefiigten Darstellung (Abb.5) kommt die unterschiedliche 
Reaktion der untersuchten Staémme auf die Entziehung von Kohlen- 
dioxyd und die Abhangigkeit vonden gereichten Substratenzum Ausdruck. 

In den GefaiBen mit Kohlendioxyd (schwarze Saulen) kommen die 
meisten Stémme bei fast allen Verdiinnungsstufen des Impfgutes zum 
Wachstum. In GefaBen, 
in denen die Atmo- Wachstum auf folgenden Substraten 4 
sphare durch KOH im cated Glucose-| Glucose- ing 
Mitteleinsatz CO,-arm  Sfomm i sdure | soure | Pepton | NHi \vuren 
gehalten wurde, erfolgt 


—10 
zwar bei starker Kinsaat ¢_ 2 | | 
t— Ua 


auch eine Entwicklung ; 
in den héheren Verdiin- 


nungen wird das Wachs- 


tum jedoch unterdriickt. °5"W 5 
Auf Glucose-Pepton il 

reagieren die Staémme Bi, 
auf die Entziehung von 18S-H | 

CO, verschieden: PS-B, | I | | rel 
PS-W und I BS-H wach- L papel af 
sen ohne CO,, IBS-W, —10 
IVS-B wenig und IVS-  /e5-W all | inh 
W iiberhaupt nicht. Auf lt 


Glucose-NH, wachsen 


die IBS-Stamme nicht, 
IVS-W schwach,IVS-B //5-W as 
und die PS-Stamme gut. i | a 1 


Diese Ergebnisse _ be- 
statigen die Wachstums- ;y¢_ 
messungen insofern, als 


sie erkennen lassen, daB —/ 


i i i isolierten Stimme 
en- Abb. 5. Beeinflussung des Wachstums der iso te 
ie “aid herien Hans durch die Entziehung von Kohlendioxyd. Schwarze Saulen: 
bakterien Spezialisten mit CO,, WeiBe Siulen: ohne CO, 


fiir organische Sduren 

als C-Quelle sind. Bei den fakultativ anaeroben Stémmen A/ und 
E1 sowie dem obligaten H 1-Stamm war unter anaeroben Bedingungen. 
keine besondere CO,-Abhangigkeit zu erkennen. 


Diskussion 
Die Einordnung von isolierten Pansenbakterien in ein allgemeines 
System, wie es in Bercuys Manual of Bacteriology vorliegt, bietet 
wegen der Besonderheit ihrer Herkunft gewisse Schwierigkeiten. Die 
Zugehorigkeit der fakultativen Stémme AJ und EJ zur Bacteroides- 
Arch. Mikrobiol., Bd. 38 4 
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Gruppe erscheint sicher, da sie in ihren morphologischen und physio- 
logischen Eigenschaften dieser Gruppe sehr nahe stehen und auBerdem 
mit den von Bryant (1954) aus Pansen isolierten Bacteroides-Stémmen 
in den Hauptmerkmalen iibereinstimmen. Da8 sie im Pansen in groBer 
Zahl vorkommen und demzufolge eine wichtige Funktion zu erfiillen 
haben, wurde von Bryant eingehend geschildert und ]a8t sich experi- 
mentell bestatigen. 

Schwieriger ist die Bestimmung des obligat anaeroben Stammes H J, 
der in kiinstlicher Kultur nicht nur sehr schwer zu halten ist, sondern auch 
auf den verschiedenen Nahrmedien morphologisch unterschiedlich 
erscheint (Abb.2). Die systematische Stellung dieses Stammes zu be- 
stimmen, ist nur méglich, wenn man die verschiedenen Erscheinungs- 
formen kennt und diejenige, welche am haufigsten auftritt, als die 
, normale“ anspricht. In diesem Fall scheint die in Abb.2a dargestellte 
Form fiir Nahrlésung als Substrat die , normale“ zu sein. Die Eigenschaft, 
auf Agar sehr lange Ketten mit langen Zellen zu bilden, ist auch bei 
anderen Bakterienarten schon beschrieben worden. Bemerkenswert ist 
jedoch, daB der Stamm als Langstaébchen grampositiv reagiert, dazu 
streng anaerob wachst und durch geringe Spuren von Sauerstoff bereits 
in seinem Wachstum gehemmt wird. Alle diese Eigenschaften gehéren 
nach BrerGEys Bestimmungsschliissel zur Gattung Catenabacterium, die 
von Prevor (1938) erstmalig beschrieben wurde. Er hat diese Organis- 
mengruppe lediglich nach ihrer Kettenbildung benannt ; im iibrigen scheint 
diese Gruppe aber sehr heterogen zusammengesetzt zu sein. Uber Her- 
kunft und Standort kann nach Prevor nicht viel ausgesagt werden. Es 
muB sich bei Stamm H/ um eine neue Art der Gattung Catenabacterium 
handeln, die im Pansen ihren Standort hat — vorausgesetzt, daB er ein 
,echter“’ Pansenbewohner ist — und fiir die deshalb die Bezeichnung 
Catenabacterium ruminantium vorgeschlagen wird. Die aeroben Stimme 
lieBen sich verhaltnismaBig leicht bestimmen, da ihre Hauptmerkmale 
auf die Gattung Achromobacter hindeuten. Die zu ihr gehorenden Arten 
sind gewohnliche Bodenbewohner, die im vorliegenden Falle héchst- 
wahrscheinlich mit Futter in den Pansen gelangt sind. 

Das Vorkommen von aeroben Bakterien im Pansen laBt die Frage 
nach ihrer Bedeutung innerhalb dieses Standortes auftauchen. Normaler- 
weise herrschen im Pansen anaerobe Bedingungen, die fiir aerobe 
Organismen denkbar ungiinstig sind. Die Frage, ob sie sich dort vermeh- 
ren und aktiv an den Stoffwechselvorgingen teilnehmen oder nur 
Passanten sind, die dem Wirtstier lediglich als zusatzliche Nahrungsquelle 
dienen, 1éBt sich nach den vorliegenden Untersuchungen nicht beant- 
worten. DaB sie organische Saéuren besonders gut als C- Quelle verwerten 
k6nnen und. unter erh6htem CO,-Druck besser wachsen, deutet auf ihre 
Fahigkeit hin, sich den gegebenen Bedingungen anzupassen. 
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In diesem Zusammenhang ist die Frage interessant, ob es im Pansen 
Bakterien gibt, die zwei verschiedene C-Verbindungen — eine reduzierte 
und eine oxydierte — nach Art einer Dismutation verwerten kénnen. 
Da oxydierte und reduzierte Substanzen im Pansen gleichermafen 
vorkommen, ware die Méglichkeit durchaus denkbar. Anhaltspunkte 
dafiir konnten in den vorliegenden Untersuchungen nicht gefunden wer- 
den; denn die auf Kombinationen isolierten und anfanglich kultivierten 
Stémme AJ, HI und H1 wuchsen spater auch auf einer Einzelkom- 
ponente und zwar unter anaeroben Bedingungen auf einer oxydierten 
und, falls sie fakultativ anaerob waren, unter aeroben Bedingungen auch 
auf einer reduzierten Verbindung. 

Die Lésung der Frage, wie sich die aeroben Stémme gegeniiber 
erhéhtem CO,-Partialdruck verhalten, ist weiteren quantitativen 
Untersuchungen vorbehalten. 


Zusammenfassung 


Aus Schafpansen wurden sechs aerobe, zwei fakultativ anaerobe 
Bakterienstamme und ein obligat anaerober Stamm isoliert und morpho- 
logisch und physiologisch charakterisiert. Auf Saéuren und Glucose- 
Pepton enthaltenden Nahrlésungen wurde der Wachstumsverlauf und 
die Abhangigkeit des Wachstums vom CO,-Gehalt der Atmosphare 
untersucht. Das AusmaB der durch CO,-Entzug bedingten Wachstums- 
hemmung ist vom Nahrboden und von der Zahl der eingeimpften Zellen 
abhangig. 

Die Arbeit wurde durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstitzt. 


Herrn Professor Dr. H. G. ScHtEcEL danke ich fiir sein stets gleichbleibendes 
Interesse und viele Anregungen. 
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Radioaktivitiitsmessung an Einzellern auf Membranfiltern 


Von 
H. G. SCHLEGEL und R. LAFFERTY 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 6. September 1960) 


Zur Bestimmung der Radioaktivitaét von einzelligen Mikroorganismen 
nach verschiedenen Inkubationszeiten mit radioaktiven Substraten wird 
der Stoffwechselvorgang gewéhnlich durch Zusetzen von Eiweib- 
fallungsmitteln oder Giften abgestoppt, und die Suspension wird nach 
den iiblichen Methoden in diinner Schicht zur Zihlung gebracht (ORME- 
ROD 1953). Bei diesen Verfahren sind jedoch einige Voraussetzungen 
nicht erfiillt, die bei routinemaBigen Bestimmungen zur Erfassung der 
Kinetik der Aufnahme radioaktiver Substanzen in Mikroorganismen 
gegeben sein miissen. Wir strebten ein Verfahren an, das folgenden An- 
forderungen Rechnung tragt: 1. Der Zellstoffwechsel soll mdéglichst 
schlagartig gestoppt werden. 2. Ein Zusatz von haufig zur Sistierung von 
Stoffwechselabliufen verwendeten Lésungen (Saéuren, Alkohol, Giften, 
Schwermetallsalzen) soll vermieden werden, um die Permeabilitats- 
verhaltnisse der Zellgrenzschichten nicht zu verandern und lésliche 
radioaktiv markierte Zellbestandteile nicht durch Auswaschen zu 
verlieren; bei kurzen Versuchszeiten ist der prozentuale Anteil der 
léslichen Fraktion an der Gesamtaktivitat der Zellen auBerordentlich 
hoch (KORNBERG 1958). 3. Die suspendierten Zellen sollen homogen und 
in geometrisch definierter Position auf einer Unterlage niedergeschlagen 
werden, die zur Bestimmung der Radioaktivitaét mit einem Endfenster- 
zahlrohr in geeigneter Weise montiert werden kann. 4. Hohe Prazision 
soll sich mit geringem Arbeitsaufwand verbinden, um die fiir kinetische 
Messungen notige Vielzahl von Proben routinemaBig rasch aufarbeiten zu 
k6nnen. 

Unter den beschriebenen Verfahren kann die Filtrationstechnik 
(HENRIQUES u. Mitarb. 1946), die als Bariumcarbonatmethode zur M!C- 
Bestimmung vielfach angewendet wird (Carvin, HEIDELBERGER, REID, 
ToLBert u. YANKEWICH 1949; Saxamr 1957; ORMEROD 1956), in geeig- 
neter Abwandlung den genannten Anforderungen gerecht werden. Wir 
verwenden das Glasfiltergerait 96 v (Schott & Gen., Mainz), benutzen 
aber anstelle des Glasaufsatzes einen Zylinder aus V2A-Stahl (Abb. 1), 
dessen aéuBerer Durchmesser im unteren Teil dem der Glasfritte gleicht 
und dessen Lumen einen Querschnitt von 3,00 em? hat. Da keines der 
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gebrauchlichen Papierfilter Bakterien quantitativ zuriickzuhalten ver- 
mag, bedienen wir uns Géttinger Membranfilter (Gr. 6, 35mm @); 
(SttvEen 1960). Da das Membranfilter auf der Fritte nicht vollig ab- 
dichtet, unterlegen wir es mit einem Papierfilter (Schl. & Sch. Nr. 597). 
Nach Auflegen der Filter und Aufsetzen des Oberteils werden Ober- 
und Unterteil zur Abdichtung mit einem dicht schlieBenden Gummiring 
| umgeben. In die fertig montierte Apparatur 

wird auf das Membranfilter eine kleine Menge 
fein zerstoBenen Hises gebracht, die jeweils 
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p Abb. 2. Korrektionskurve fiir die Selbstabsorption von 
Abb.1. Filtrationseinrichtung zur Bakterien-Niederschligen auf Membranfiltern. Mit 14C 


BHerstellung diinner Schichten von markierte Mycobakterien wurden mit Hilfe der Filtrations- 

radioaktiv markierten Mikroorga- einrichtung auf G6ttinger Membranfilter niedergeschlagen; 

nismen oder Fallungen auf Mem- die Korrektionskurve wurde nach der Methode von 
bran- oder Papierfiltern YANKWICH u. Mitarb. (1947) aufgestellt 


so bemessen wird, da8 die in Form einer Suspension zugesetzte Probe unter 
vollstandigem Schmelzen des Eises auf den Gefrierpunkt abgekitihlt wird 
(z.B. 0,33 g Eis von —10°C je 1 ml Suspension von 30°C). Die Suspen- 
sion wird aus dem VersuchsgefiB mit einer Injektionsspritze tberfiihrt. 
Nach vollkommenem Schmelzen des Hises, das bei Verwendung von 
methylenblaugefarbtem Eis besonders leicht zu erkennen ist, wird 
abgesaugt, mit dest. Wasser nachgewaschen und trockengesaugt. Das 
noch feuchte Membranfilter wird gemeinsam mit dem untergelegten 
Papierfilter in der iiblichen Weise auf einer Messingunterlage mit einem 
Spannring befestigt und nach vélliger Trocknung zur Zahlung gebracht 
(FH 49 mit Probenwechsler). 

Bei Versuchen mit Mycobakterien, Achromobacter- und Pseudomonas- 
Arten brauchte bis zu einer Belegung des Filters mit 1 mg Bakterien 
(Trockengewicht/3 cm?) die ‘Selbstabsorption nicht beriicksichtigt zu 
werden. Fiir gréBere Schichtdicken ergab sich die angegebene Kor- 
rektionskurve fiir die Selbstabsorption (Abb. 2). 
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Zusammenfassung 


Zur Radioaktivitatsmessung von einzelligen Mikroorganismen wird 
ein Verfahren unter Verwendung von Membranfiltern beschrieben. Die 
Korrektionskurve fiir die Selbstabsorption wird angegeben. 
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Die Entziehung von Kohlendioxyd beeintrachtigt und unterbindet das 
Wachstum vieler Bakterien (GLADSTONE, FILDES u. RicHaRDsON 1935) 
und beeinfluBt auch den Stoffwechsel ,,ruhender“, nicht wachsender 
Zellen (HEs 1938; Gust u. StoKEs 1952; Harris 1954; SCHLEGEL 1955a 
u. b). Fragen der heterotrophen CO,-Fixierung wurden unter Betonung 
der biologischen Aspekte bereits friiher von Ktuyver (1939) und van 
Niet u. Mitarb. (1942) zusammenfassend dargestellt. 


Die Beobachtungen iiber die durch die Entziehung von CO, bewirkten 
Veradnderungen im Stoffwechsel einiger Mikroorganismen lassen noch 
keine Aussage iiber die Rolle des Kohlendioxyds im Stoffwechsel zu. Ob 
dem Kohlendioxyd lediglich eine katalytische Funktion zukommt oder 
ob es in Substratmengen fixiert und in die Zellsubstanz eingebaut wird, 
bleibt ungewiB. 

Zahlreiche Arbeiten haben erwiesen, daB Kohlendioxyd von einer Viel- 
zahl von heterotrophen Organismen fixiert wird (SLADE u. Mitarb. 1942; 
Lyno# u. CAtvin 1952; HuHTANEN, CARLETON u. Roperts 1954; WIAME 
u. BourGcEo!s 1955). Quantitative Untersuchungen iiber den CO,-Einbau 
liegen jedoch nur in geringer Zahl vor (McLean, ROBINSON u. PURDIE 
1951; McLzan u. Purpie 1952, 1955; ABELSon, Botton u. ALDous 1952). 
Durch die vorliegenden Versuche wollten wir zu einer Vorstellung von 
der GréBenordnung gelangen, mit der Kohlendioxyd bei der oxydativen 
Assimilation organotropher Bakterien in die Zelle eingebaut wird. 

Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber den Stoffwechsel von 
Bakterien, die aus dem Schafpansen isoliert worden waren, wurden 
zunachst einige Isovaleriansiure, Isobuttersiure und Propionsiure oxy- 
dierende Bakterienstimme untersucht; vergleichsweise wurden Aceto- 
bacter-Arten, Escherichia coli und Serratia marcescens in die Untersuchung 


einbezogen. 
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I. Organismen, Kulturverfahren, Methoden 
a) Organismen 


Zu den Versuchen wurden Arten und Stamme herangezogen, die aus Sammlungen 
stammten oder neu isoliert worden waren. Sammlungsstamme: Escherichia coli 
K-12, Y mel-, EF. coli B, Serratia marcescens (Institutssammlung); Acetobacter 
lovaniense, Acetobacter peroxydans, Acetobacter rancens, A. suboxydans?. Aceto- 
bacter aceti und A. xylinwm wurden von Buchenholzspanen eines Essiggenerators 
isoliert. Die Stimme JV S-W, I BS-H, IBS-W und PS-W wurden aus Panseninhalt 
isoliert und nach der als Substrat der Anreicherung verwendeten Kohlenstoff- 
quelle? und der Herkunft benannt (Srertmacu-Hetwie 1961). Bei IVS-B handelt 
es sich um ein bereits 1956 aus Erdboden isoliertes Mycobacterium. Stamm PS-B 
wurde aus Gartenerde auf Propionsaure angereichert und isoliert. (Die Herkunft 
der Stamme wurd durch folgende Symbole angegeben: B= Boden; W = Pansen 
nach Weidefiitterung; H = Pansen nach Heufiitterung.) 


b) Kulturverfahren 


Samtliche Stamme wurden auf fliissigen Nahrbéden herangezogen. Fiir die 
siureverwertenden Pansen- und Bodenstimme enthielt die Grundnahrlésung 
0,1°/, KH,PO,; 0,1°/, K,HPO,; 0,01°/, MgSO, - 7 H,O; 0,1°/) (NH,4).SO,; 0,005°/, 
CaCl,; 0,5°/, NaCl; 0,001°/, Athylendiamintetraessigsiure; 0,01°/, Hefeextrakt; 
0,5°/, Fettsiure. Die Essigséiurebakterien wurden auf 0,5°/, Hefeextrakt + 2°/) 
Athanol, #. coli auf einem Mineralmedium mit (NH,),SO, + Glucose, Serratia 
marcescens auf Glucose-Pepton kultiviert. 125 ml Nahrlésung in 1 ]-Erlenmeyer- 
kolben wurden mit vorkultivierten Zellen (1:10) beimpft und bei 28 bzw. 37°C, 
15—20 Std unter Schiitteln bebriitet. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren 
geerntet, zweimal gewaschen, in einer Minerallésung suspendiert und zur Ent- 
fernung von méglicherweise vorhandenen Klumpen durch eine Fritte G 2 filtriert. 
Die Dichte der Suspension war so bemessen, da die O,-Aufnahme nicht durch die 
Diffusionsgeschwindigkeit des Luftsauerstoffs begrenzt wurde. 


c) Messung des Gaswechsels 


Zur manometrischen Messung der O,-Aufnahme in der Warburg-Apparatur in 
Gegenwart und Abwesenheit von Kohlendioxyd dienten GefaStypen mit verschie- 
den gestalteten Absorptionseinsitzea: I. Zweiarmige GefaiBe mit Zentraleinsatz, 
II. GefaBe mit hingendem Einsatz (nach Warpura), III. GefaiBe mit kelch- 
formigem Kinsatz, IV. GefaiBe mit hochangesetzter Galerie*. Die CO,-Absorptions- 
einsatze enthielten 0,2 ml KOH ohne Papier. Zur Messung in Gegenwart von CO, 
diente Pardee-Puffer (PARDEE 1949; Kreps 1953), der sich mit 1,0°/, CO,-Luft- 
Gemisch im Gleichgewicht befand. Inkubiert wurde in der Rundwarburgapparatur 
(Modell V, der Fa. Braun/Melsungen) bei 30 baw. 37°C, 60 U/min, 3 em Amplitude. 


d) Quantitative Messung des CO,-Einbaus 


Zur Erfassung der CO,-Aufnahme wurden Suspensionen, die mit den fiir die 
Atmungsmessungen benutzten identisch waren, in 200 ml-Erlenmeyerkolben im 
Wasserbad geschiittelt. Die Kolben waren mit Gummistopfen verschlossen und mit 


1 Fiir die Uberlassung dieser Essigsiurebakterien danken wir Herrn Prof. Tx. 
WIKEN. 

* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: IVS = Isovalerianséure; IBS = 
Isobutterséure; PS = Propionsiure. 


* GefaBtypen II, IIT u. TV wurden von der Fa. Braun/Melsungen angefertigt 
und uns zur Erprobung iiberlassen. 
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einem Aufsatz ausgestattet, aus dem nach Aquilibrierung Substrat und radio- 
aktive Bicarbonatlésung zugekippt wurde; zu 20 ml Suspension [0,2—2 mg Bak- 
terien (Tr.-Gew.)/ml] wurden 25 wMole Substrat und 150 wMole NaHCO, (etwa 
2- 10° Imp/min) zugefiigt. Durch eine am Erlenmeyerkolben seitlich angebrachte 
mit Gummistopfen und Injektionsnadel verschlossene Offnung wurden in Abstinden 
von 10—30 min Proben von 2 ml entnommen, auf Membranfiltern (Gr. 6) abgesaugt 
(SCHLEGEL u. Larrerty 1961), mit 0,1 HCl gewaschen, auf Messingunterlagen 
montiert und luftgetrocknet. 

Die Radioaktivitatsbestimmung erfolgte mit dem StrahlungsmeBgerat FH 49 
mit Probenwechsler und Zeitdrucker der Fa. Frieseke u. Hopfner. Fiir jede Probe 
wurden so viele Impulse gezahlt, daB der wahrscheinliche Fehler unter 2°/, blieb. 
Korrektionen fiir Selbstabsorption und Totzeit wurden beriicksichtigt. 

Die radioaktive Bicarbonatlésung wurde durch Konvertierung von Ba!CO, in 
NaHCO, hergestellt und als 0,1 molare Lésung in 0,001 n NaOH vorratig gehalten 
(1350 Imp/min/wMol NaHCO,). Die Impulszahl wurde unter denselben Bedingungen 
bestimmt und auf unendlich diinne Schicht korrigiert. 


II. Beeinflussung der 0.-Aufnahme durch Entziehung von Kohlendioxyd 
a) Modellversuche 

Zur Erfassung der Geschwindigkeit, mit der im Hauptraum der War- 

burggefaBe entwickeltes Kohlendioxyd durch das in verschieden gestal- 

teten Einsaétzen vorhandene Alkali reabsorbiert wird, wurden einige 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der CO,-Absorption durch Kalilauge in verschieden gestalteten GefaBen 
bei 30° C. Hauptraum: 1 ml H,O + 1,2 ml Na,CO,-Lésung; Seitenarm: 0,2 ml 1 n H,SO,; Absorp- 
tionseinsatz 0,2 ml 20°/, KOH. Zur Zeit 0 wurde die Saure durch Kippen in den Hauptraum hertiber- 
geholt und in Minutenintervallen abgelesen. Kurve 4: GefaiB I ohne KOH: Kurve B: GefaB I mit 
KOH im ZentralgefiB; Kurve C: Gefa8 III mit KOH im Kelcheinsatz; Kurve D: GefaiB IV mit 
KOH in hochangesetzter Galerie; Kurve H: Gefi8 II mit KOH im hingenden Hinsatz 


Modellversuche angestellt. Der Hauptraum wurde mit einer Na,CO,- 
Lésung und jeweils ein Seitenarm mit 0,2 ml 1 n H,SO, beschickt; die 
Absorptionseinsatze enthielten 0,2 ml 20°/, KOH. Papiereinlagen wurden 
nicht verwendet. Nach Einstellung des Temperaturgleichgewichtes 
wurde Sdure aus dem Seitenarm in den Hauptraum heriibergeholt 
(Abb. 1). Wahrend in VergleichsgefaiBen, die kein Alkali enthielten, CO, 
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ausgetrieben wird, wird das Kohlendioxyd in KOH enthaltenden GefaBen 
mit verschiedenen Geschwindigkeiten zuriickabsorbiert (WARBURG U. 
Krippaut 1958). In allen Fallen erfolgt in den GefiBen mit hangenden 
Einsatzen (II) die rascheste Reabsorption; sie ist nach 8 min bereits 
abgeschlossen. In den GeféBen mit hochangesetzter Galerie (IV) geht 
die Reabsorption ebenfalls zunachst rasch vor sich; jedoch nahert sich 
der CO,-Druck dem Null-Wert assymptotisch und erreicht ihn erst nach 
etwa 15 min. Dieses Gefai8 ist dem mit Kelcheinsatz (III) iiberlegen. In 
dem normalen zweiarmigen GefaB (I) erfolgt die Reabsorption am lang- 
samsten. 

Weitere, in der graphischen Darstellung nicht belegte Versuche zeigen, 
da die Geschwindigkeit der CO,-Absorption in WarburggefaBen im 
wesentlichen von drei Faktoren abhangt: 

1. Von der Entfernung der CO, abgebenden Oberflaiche bis zum 
Kohlendioxyd absorbierenden Agens, 2. von der GréBe der absorbieren- 
den Oberflaiche, 3. von der Erneuerung der absorbierenden Oberflache. 
Die Erneuerung der Oberflache erfolgt bei GefaB II (mit hangendem 
Einsatz) durch Teilnahme an den Schiittelbewegungen; ahnlich stark ist 
die Schiittelbewegung der KOH-Lésung im KelchgefaéB (III) und dem 
mit hochangesetzter Galerie (IV). 


b) Beeinflussung der Substratatmung 


Versuche iiber die Beeinflussung der Substratatmung durch die Ent- 
ziehung von Kohlendioxyd wurden mit Stamm JVS-W angestellt, der 
sich in Wachstumsversuchen als besonders CO,-abhangig erwiesen hatte. 
Die GefaiBe wurden mit Bakteriensuspension, Substrat (Isovaleriansaure) 
und KOH bzw. Pardee-Puffer beschickt; die CO,-gepufferten Ansatze 
wurden mit 1°/, CO, enthaltender Luft durchstrémt. 

Der Verlauf der Atmungskurven (Abb. 2) macht deutlich, daB die Ent- 
ziehung von Kohlendioxyd zu ausgepragten Effekten fiihrt. Unter den 
gewahlten Versuchsbedingungen verlief die Sauerstoffaufnahme in 
Gegenwart von Kohlendioxyd (Kurve A) am raschesten. In allen Fallen, 
bei denen die Atmosphare durch Absorption des Kohlendioxyds CO,-arm 
gehalten wurde, kam es zu einer mehr oder weniger groBen Hemmung 
der Substratatmung. Der Effekt ist um so stirker, je giinstiger die Ab- 
sorptionseigenschaften des CO,-Absorptionseinsatzes sind. Am wirksam- 
sten wird die Atmung in dem Gefi mit hangendem Absorptionseinsatz 
beeintrachtigt (Kurve F); die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme 
betragt hier nur etwa 15°/, von der des ungehemmten Ansatzes (A). In 
den GefaiSen mit anders gestalteten Absorptionseinsitzen tritt die Hemm- 
wirkung nur abgeschwiicht in Erscheinung. 


Das Ausma8 der Atmungshemmung hangt davon ab, in welchem Mae den 
atmenden Zellen das Kohlendioxyd entzogen wird. Die Konzentration des Kohlen- 
dioxyds im Suspensionsmedium ergibt sich aus der Differenz der Geschwindigkeiten 
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der CO,-Produktion durch die Zellen einerseits und der Absorption durch die Kali- 
lauge andererseits. Der Effekt ist also eine Funktion der Suspensionsdichte und der 
Stoffwechselaktivitat der Zellen; er tritt nur bei relativ diimnen Suspensionen aus- 
gepragt in Erscheinung. Uberschreitet die CO,-Produktion der Suspension eine 
bestimmte Schwelle, so bleibt selbst bei giinstig gestalteten GefiBen der CO,- 
Partialdruck im Suspensionsmedium noch so hoch, daB Kohlendioxyd als Stoff- 
wechselfaktor nicht ins Minimum gerat. Sollen also verschiedene Mikroorganismen 
und verschiedene Substrate beziiglich der Atmungshemmung durch CO,-Ent- 
ziehung verglichen werden, so miiBte zunachst dafiir gesorgt werden, daB die CO,- 
Produktion durch die Zellen bei allen Versuchsansatzen (mit Pardee-Puffer) gleich 
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Abb. 2. Sauerstoffaufnahme CO,-bedtirftiger Bakterien (Stamm IVS-W) in Gefifen mit Pardee- 
Puffer bzw. KOH in verschieden gestalteten CO,-Absorptionseinsitzen. Bakteriensuspension (0,74mg 
Trockengewicht) in Grundmineralmedium mit 100 wMolIVS + 15 uMol (NH,),S0,; px 7,0; die CO,- 
Absorptionseinsatze enthielten 0,2 ml 20°/, KOH bzw. 0,6 ml] Pardee-Puffer (im Gleichgewicht mit 
1°/, CO, in Luft). Kurve A: GefiBe II und III mit Pardee-Puffer; Kurve B: Gefi® I mit KOH im 
Seitenarm; Kurve C: Gefi81V mit KOH in hochangesetzter Galerie; Kurve D: GefaiB8I mit 
KOH im Zentraleinsatz; Kurve H: GefaB III mit KOH im Kelcheinsatz; Kurve F: Gefa8 II mit 
KOH im hangenden Hinsatz 


ist. Auf die Absorptionsrate des Kohlendioxyds durch die Kalilauge haben mehrere 
Faktoren Einflu8: Form des Absorptionseinsatzes (GroBe und Erneuerung der 
absorbierenden Oberflache), Gas- und Flissigkeitsvolumina, Entfernung zwischen 
CO,-absorbierender und CO,-entwickelnder Oberfliche, Geschwindigkeit des 
Schiittelns, Temperatur, py. Es leuchtet ein, daB sich alle durch die Entziehung von 
Kohlendioxyd bewirkten Veraénderungen des Stoffwechsels nur bei genauer Kennt- 
nis und Einhaltung der Versuchsbedingungen reproduzieren lassen. 


Die Méglichkeit zum Vergleich unserer Ergebnisse mit denen von Harris (1954) 
sind nur beschrinkt. Harris gibt die O,-Aufnahme wahrend der Oxydation von 
Glucose an. Legt man einen RQ von 1 zugrunde, so entsprechen die Werte denen fiir 
die CO,-Bildung. In der von Harris wiedergegebenen Tabelle variieren die fiir 
verschiedene Organismen gemessenen Werte fiir die O,-Aufnahme zwischen 29 und 
185 ul O,/2 Std. Die Versuchsbedingungen sind also fiir die einzelnen Organismen 
recht verschieden gewesen. Gro8e Unterschiede in der Sauerstoffaufnahme zwischen 
den Versuchsbedingungen + und —CO, treten im wesentlichen bei Arten mit 
geringem Gaswechsel auf (Rhizobium leguminosarum, Rh. trifolii). Bei Arten mit 
hohem Gaswechsel (Azotobacter chroococcum: 185 yl O,/2 Std) ist der Unterschied in 


der Gasaufnahme nur gering. 
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Bei der Priifung des Stammes JVS-W (Abb.2) hatten wir die Sus- 
pensionsdichte so gewahlt, daB die O,-Aufnahme in den von HARRIS 
gewihlten Bereich fiel (74 wl O,/2 Std). Wurde den Zellen CO, durch 
Kalilauge im Zentraleinsatz entzogen (Kurve D), so wurden nur 25 yl 
O,/2 Std aufgenommen. In Gegenwart von 1°/, Kohlendioxyd (mit 
Pardee-Puffer) wurden demnach 200°/, mehr Sauerstoff aufgenommen 
als bei Entziehung des Kohlendioxyds durch KOH im ZentralgefaB. Ver- 
gleicht man das GefaB mit hingendem Kinsatz (Kurve F), so errechnet 
sich ein Zuwachs von 640 °/o. 

Dieser der CO,-Wirkung zuzuschreibende vergleichsweise groBe Unter- 
schied in der O,-Aufnahme deutet darauf hin, daB Kohlendioxyd auf die 
Oxydation von Isovaleriansdéure durch den Stamm JVS-W KEinfluB 
nimmt und daB der beobachtete Effekt den von Harris (1954) und 
Cuarx, Lorrutots u. Issaty (1958) mitgeteilten gréBten CO,-Wirkungen 
vergleichbar ist. 


Il. Einbau von radioaktivem Kohlendioxyd 


Die CO,-Fixierung fiihrt bei heterotrophen Organismen nur selten zu 
einer Vermehrung des organisch gebundenen Kohlenstoffs. Betrachtet 
man das Gesamtsystem einer Bakterienkultur (Zellen, Substrat und 
Stoffwechselendprodukte), so ist nur in wenigen Fallen mit einem Ge- 
winn an organischem Kohlenstoff zu rechnen. Unter anaeroben Bedin- 
gungen, bei Garungsprozessen, kann eine Vermehrung des organisch 
gebundenen Kohlenstoffs durch energetisch leicht zu bewaltigende Carb- 
oxylierungsreaktionen von Spaltprodukten erfolgen. An einem solchen 
System, der Vergérung von Glycerin durch Propionibakterien, ist die 
heterotrophe CO,-Fixierung zum ersten Male beschrieben worden (Woop 
u. WERKMANN 1936, 1938). Unter aeroben Bedingungen ist ein bilanz- 
maBig erfaBbarer C-Gewinn nur bei solchen Organismen zu erwarten, 
welche ein Substrat nur teilweise dehydrieren und nicht zu CO, und H,O 
oxydieren; das kénnte beispielsweise bei der Suboxydans-Gruppe der 
Essigsdurebakterien der Fall sein. In allen anderen Fallen wird das im 
Rahmen der Endoxydation gebildete Kohlendioxyd mengenmabig iiber- 
wiegen. Kine CO,-Fixierung 1iBt sich dann also durch Messung der 
Kohlenstoffbilanz nicht nachweisen, auch wenn von einem Organismus 
Kohlendioxyd in Substratmengen in den Stoffwechsel einbezogen wer- 
den sollte; der exakte Nachweis einer CO,-Fixierung ist hier an den Ein- 
satz von markierten Verbindungen gebunden. 

Unsere Frage zielte nicht auf den C-Gewinn durch CO,-Fixierung, 
sondern auf die Beteiligung des Kohlendioxyds am Stoffwechsel einiger 
Bakterienstaéimme und bei Verwertung verschiedener Substrate ab. Unter 
Verwendung radioaktiven Kohlendioxyds suchten wir zu bestimmen, 
wieviel Kohlendioxyd aus dem Suspensionsmedium wahrend der Sub- 
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stratoxydation in den Zellen festgelegt wird; es sollten stéchiometrische 
Beziehungen zwischen Sauerstoffaufnahme, Substratassimilation und 
CO,-Hinbau in die Zellsubstanz aufgefunden werden. 

Bei den meisten der von uns untersuchten Bakterienarten und Sub- 
straten ist tiber die Wege des Substratabbaues noch nichts bekannt. Da 
fiir das Mycobacterium (IVS-B) der Abbauvorgang und die damit ver- 
bundene Kohlendioxyd-Fixierung bereits gut untersucht worden sind 
(LYNEN u. Mitarb. 1959), bezogen wir es in die Untersuchung ein und 
stellten auch die quantitativen Beziehungen zwischen dem Einbau von 
M4CO, und Isovaleriansdure in die Zellsubstanz fest. 

Um zunichst eine Ubersicht iiber das Ausma8 des Kohlendioxyd- 
einbaus bei verschiedenen Bakterienstimmen und bei Verwendung 
mehrerer Substrate zu gewinnen, verfolgten wir die Sauerstoffaufnahme 
(— AO,) und den Einbau von radioaktivem Kohlendioxyd (— 4CO,) aus 
dem Suspensionsmedium in die Zellen. Durch Zusatz von (NH,),SO, zur 
Suspensionslésung wurden Wachstumsbedingungen (+ N) hergestellt; 
in Abwesenheit von gebundenem Stickstoff (— N) war kein Wachstum 
moglich. Die Leeratmung und der mit ihr verkniipfte CO,-Einbau wurden 
in einer substratfreien Kontrolle unter den gleichen Bedingungen be- 
stinmt. Um Faktoren, die auf der wechselnden Stoffwechselaktivitat 
der Bakterienstamme beruhen, zu eliminieren, wurde der CO,-Einbau 
auf die O,-Aufnahme bezogen. Der CO,/O,- Quotient stellt ein relatives 
MaB8 fiir den Kohlendioxydeinbau dar. In den Tabellen 1, 2 u. 3 sind die 
experimentell ermittelten Daten und Quotienten protokollartig auf- 
gefiihrt. 


a) Oxydative Assimilation von Isovaleriansiure, Isobutterséure 
und Propionsdéure 


Unter den bisher gepriiften Substraten wird die oxydative Assimila- 
tion der Isovaleriansdure vom starksten CO,-Hinbau begleitet (Tab.1 u. 
Abb.3). Besonders hoch ist der CO,/O,- Quotient bei dem aus Erde iso- 
lierten Mycobacterium (IVS-B); die Einbauleistung des Pansenstammes 
ist bedeutend geringer. Es ist zu bemerken, daB der CO,-Einbau bei der 
oxydativen Assimilation von IVS von der Anwesenheit von gebundenem 
Stickstoff nahezu unabhangig ist; das deutet darauf hin, daB die CO,- 
Fixierung hier nicht an die Synthese stickstoffhaltiger Zellbestandteile 
gebunden sondern mit dem Substratumsatz in mehr direkter Weise 


verkniipft ist. 

Uber den Abbau der Propionsiure liegen Untersuchungen an tierischen 
Geweben vor (PENNINGTON 1952, 1954, 1955, 1956; FLAVIN, ORTIZ u. 
Ocnoa 1955; FrrmpBERG, ADLER u. Larpy 1956; Larpy u. ADLER 1956; 
Trerz u. OcHoa 1959). Durch lésliche Enzyme aus Rinderlebermitochon- 
drien und Schweineherzextrakten wird Propionsaure als CoA-Verbindung 
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za Methyl-Malonyl-CoA carboxyliert und in Bernsteinsaure iiber- 
gefiihrt. Wenn Bakterien Propionsdure nach demselben Schema um- 
setzen wiirden, ware mit einem hohen CO,-Einbau in die Zellsubstanz zu 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf von Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydeinbau durch Mycobacterium 
spp (IVS-B). Die Atmung wurde in doppelarmigen WarburggefaiBen mit 2 ml Suspension (0,272mg 
Trockengewicht) in Minerallésung + 2,5 uMol IVS in Gegenwart von Pardee-Puffer und 1°/, CO, 
gemessen. Kurve 4: mit 2,5 wMole Substrat; Kurve B: substratfreie Kontrolle. Der CO,-Einbau 
wurde in ParallelgefiiBen, die an Stelle von CO, 10 “Mole NaHCO, enthielten, gemessen. Kurve C: 


160 


mit 2,5 uMol IVS; Kurve D: substratfreie Kontrolle 


Tabelle 1. Beziehungen zwischen Sauerstoffaufnahme und CO,-Einbau wiihrend der 
oxydativen Assimilation und Leeratmung verschiedener Bakterienstimme 


1 


3 


4 


5 


7 


8 


Bakterien- | N- tise MeBzeit| Substrat ee —aco, | —4C0, — 
stamm Quelle (in mai (inmin)| (in ~Mol) uMol) (in xMol)| —40, Zellen 
IVS-B -|- 0,272 100 2,5 1VS 3,65 | 0,219 0,0615 | 0,806 
+ 0,272 100 — 0,446 | 0,00424/ 0,0095 | 0,016 
— 1,0 60 |25 IVS 4,19 | 0,186 0,0444 | 0,186 
— 1,0 60 — 1,23 | 0,0125 | 0,0105 | 0,0125 
IVS-W + 0,76 60 2,5 IVS 6,74 | 0,29 0,0430 | 0,381 
+- 0,76 60 _— 0,849 | 0,0064 | 0,0075 
IBS-H +|- 2,73 80 |25 IBS 4,91 | 0,033 0,00674 | 0,0121 
-{- 2,73 80 — 1,09 | 0,005 0,0045 
— 1,0 60 |25 IBS 8,60 | 0,012 0,0014 | 0,012 
IBS-W +- 1,46 100 2,5 IBS | 2,99 | 0,0059 | 0,00196 | 0,004 
+ 1,46 100 — 2,1 0,0050 | 0,002 
— 1,0 60 |25 IBS 2,66 | 0,0034 | 0,00128 | 0,0034 
PS-B + 0,82 100 2,5 PS 2,72 | 0,0426 | 0,0157 | 0,052 
— 0,82 100 2,5 PS 4,9 0,0166 | 0,0034 | 0,0203 
PS-W — 1,0 60 |25 PS 8,64 | 0,0229 | 0,0027 | 0,023 
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rechnen. Unsere Ergebnisse entsprechen diesen Erwartungen nicht: 
weder bei dem aus Erde noch bei dem aus Panseninhalt isolierten Stamm 
(PS-B und PS-H) wird die oxydative Assimilation der Propionsaure 
von einer bemerkenswert hohen CO,-Fixierung begleitet (Tab. 1). 
Isobutterséure wurde durch das Pansenepithel und Nierenschnitte 
des Schafes unter Bildung von Essigsiure und Propionsaure umgesetzt 
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Abb. 4. Zeitlicher Verlauf von Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydeinbau durch ein Isobutter- 

siure oxydierendes Bakterium (StammJBS-H). Atmungsmessung wie Abb.3; je GefiB 2 ml 

Suspension = 2,73mg Trockengewicht. (Kurve 4: mit 2,5 4Mol IBS; Kurve B: substratfreie 

Kontrolle). Zur Bestimmung des CO,-Einbaus werden 20 ml Zellsuspension in 200 ml-Erlenmeyer- 

kolben mit 25 4Mol IBS und 160 4Mol NaHCO, geschiittels (Kurve C: mit 25 “Mol IBS; 
Kurve D: substratfreie Kontrolle) 


(ANNISON u. PENNINGTON 1954). Bei der Inkubation von Rattenleber- 
mitochondrien mit Isobuttersdéure, NaH14CO,, ATP und Mg wurde 14C in 
Apfelsaure und Bernsteinsdure eingebaut (FRIEDBERG, ADLER u. LARDY 
1956). Mit n-Valeriansaéure und Propionsaure waren die Einbauleistungen 
noch gréBer; es ist méglich, dab Isobutterséure zunachst in Propionsadure 
tiberfiihrt wird (KiINNoRY, TAKEDA u. GREENBERG 1955) und eine Carb- 
oxylierung erst auf der Stufe der Propionséure zu Methylmalonsaure 
erfolgt. Uber die Verwertung und den Abbaumechanismus von Isobutter- 
saure durch Bakterien liegen noch keine Angaben vor. In Anbetracht der 
Befunde, die bisher an tierischen Praparaten erhoben wurden, erscheint 
der CO,-Einbau wahrend der Oxydation von IBS durch die beiden 
Pansenstimme JBS-H (Abb.4) und JBS-W iiberraschend gering. 


b) Oxydation von Athanol 
RasuMowsKAJA u. BsELoasowa (1952) fanden, daB Acetobacter 
schiitzenbachit mit Alkohol als Substrat nicht wachst, wenn Kohlen- 
dioxyd durch KOH laufend absorbiert wird. Auch Acetobacter acido- 
philum, der von Buchenholzspanen einer Essigfabrik frisch isoliert 
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worden war, bendtigt zum Wachstum auf einem komplexen Athanol 
und Hefeextrakt enthaltenden Medium Kohlendioxyd; nach vorlaufigen 
Untersuchungen, wurde 14CO, in die basischen Aminosaduren eingebaut 
(Wiame, Harprany und Dorney 1959). Higene Wachstumsversuche 
hatten dasselbe Ergebnis. Da durch die ,,Schnellessigbakterien“ nur 
auBerst geringe Substratmengen endoxydiert werden und dem Medium 
zugesetztes radioaktives Kohlendioxyd innerhalb der Zellen nur un- 
wesentlich durch Atmungs-CO, verdiinnt werden diirfte, miiBte sich eine 
Fixation von Kohlendioxyd mit Hilfe von CO, besonders leicht nach- 
weisen lassen. 


Tabelle 2. Beziehungen zwischen Sauerstoffaufnahme und CO,-Einbau wahrend der 
oxydativen Assimilation und Leeratmung verschiedener Essigbakterien 


1 en 2 3 4 5 6 7 8 9 
Sub- 
x. |Trocken-| Me8- | strat | 40, |—aco,| —aco, |—40% 
Bakterienstamm ll gewicht zeit (in (in (in Sab mg- 
Quelle | (in mg) |(in min)|_«Mol) | »Mol) | pMol) > | Zellen 
Athanol 
A. peroxydans }oo-t 0,28 100 5 9,3 |0,0101| 0,0011 | 0,036 
kee 0,28 100 5 9,31 | 0,0019) 0,0002 | 0,0067 
A. aceti ob 0,34 100 5 | 10,33 | 0,0204| 0,00197 | 0,06 
— 0,34 100 5 | 10,06 | 0,0187) 0,00186 | 0,055 
A. xylinum _ 0,56 100 10 | 12,41) 0,0123) 0,0099 | 0,022 
A. melanogenum — 0,9 80 10 | 8,60|0,0039| 0,00046 | 0,0044 
A. suboxydans — 0,61 120 25 10,45 | 0,031 | 0,00296 | 0,051 


Unsere Versuche haben jedoch gezeigt, daB Essigsiurebakterien 
wahrend der Oxydation von Athanol sowohl unter Wachstumsbedin- 
gungen als auch als ,,gewaschene Suspensionen‘‘ CO, nur in geringem 
Umfang fixieren (Tab.2 u. Abb.5). Bei ihnen ist Kohlendioxyd an der 
Zellsubstanzsynthese demnach nicht innennenswertem Umfang beteiligt. 

Die Ursache fiir ihr CO,-Bediirfnis konnte nicht erklart werden. 


c) Oxydation von Glucose 

Bemerkenswert hoch ist der CO,-Einbau in die beiden gepriiften 
Stémme von Escherichia coli (Tab.3). Diese hohe Fixationsleistung 
iiberrascht um so mehr, als der Abbau und die Verwertung der Glucose 
im Zellstoffwechsel nicht zwangsliufig an eine Carboxylierung gebunden 
sind, DaB die CO,-Fixierung hier nicht mit einleitenden Reaktionen des 
Substratabbaues, sondern mit der Synthese von Nucleinsaéure- und 
Proteinkomponenten verkniipft ist, zeigt der groBe Unterschied im 
CO,/O,- Quotienten zwischen Wachstumsbedingungen (+N) und Ab- 
wesenheit von Ammonsulfat (—N). Die O,-Aufnahme ist unter beiden 
Bedingungen etwa gleich groB; lediglich der Weg des assimilierten 
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Substrats ist unter beiden Bedingungen verschieden: unter Wachstums- 
bedingungen werden Proteine und Nucleinsauren aufgebaut, unter N-Aus- 
schlu8 wird Glucose vorwiegend zur Speicherstoffsynthese genutzt. 
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Abb. 5. Zeitlicher Verlauf von Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydeinbau durch Acetobacter 
melanogenum. Atmungsmessung wie Abb.3; 2ml Zellsuspension = 0,9mg Trockengewicht; 
(Kurve A: mit10 “Mol Athanol; Kurve B: substratfreie Kontrolle). Zur Bestimmung des CO,-Ein- 
baus wurden 20 ml Suspension in 200 ml Erlenmeyerkolben mit 100 Mol Athanol und 100 »Mol 
NaHCO, geschiittelt (Kurve C: mit 100 ~Mol Athanol; Kurve D: substratfreie Kontrolle) 


Tabelle 3. Beziehungen zwischen Sauerstoffaufnahme und CO,-Hinbau wihrend der 


oxydativen Assimilation von Glucose durch Enterobacteriaceae 


1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 
Sub- 
n- |Trocken-| MeB- ie rage =e ae —ACO, | —aco, 
Bakterienstamm gewicht | zeit in in in a 
Quelle i Ula’ (nmin} seman ). »Mol) | Mol) —AO, mg Zellen 
E.. coli K-12 + 0,88 100 | 2,5 | 6,82 |0,206 | 0,0307 0,2335 
_— 0,88 100 | 2,5 | 7,10 |0,033 | 0,0047 0,038 
-- 0,88 100 — 1,41 | 0,003 | 0,0023 
#. coli B + 0,72 100 | 2,5 | 4,04 | 0,169 | 0,042 0,235 
— 0,72 100 |} 2,5 | 4,37 | 0,0216| 0,005 0,0302 
— 0,72 100 - 0,47 | 0,0043} 0,0091 
iS. marcescens + daaG 100 | 5 7,85 |0,0107) 0,00136 | 0,0061 
-- 1,76 100 5 7,2 |0,0048} 0,00067 | 0,00273 
— 1,75 100 -- 1,85 | 0,0011| 0,00063 


In der Gegeniiberstellung der CO,/O,-Quotienten, die in Gegenwart 
und Abwesenheit gebundenen Stickstoffs mit IVS (Mycobacterium) 
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einerseits und Glucose (H. coli) andererseits gemessen wurden, kommt 
die grundverschiedene Funktion des Kohlendioxyds beim Umsatz 
beider Substrate deutlich zum Ausdruck: 


CO,/0,.- Quotient 
Bakterienstamm Substrat 
py VN ay 
Mycobacterium IVS 0,0615 0,0444 
E. coli Glucose | 0,0420 | 0,0050 


Bei der Umsetzung von Isovaleriansaure ist Kohlendioxyd schon an 
den einleitenden Schritten des Substratabbaues beteiligt; der CO,- 
Einbau im Zuge der Speicherstoffsynthese ist von der Anwesenheit von 
N-Verbindungen nahezu unabhangig. Bei Z. coli wird CO, erst bei der 
Synthese N-haltiger Zellbestandteile eingebaut. 


d) Beziehung zwischen CO,- und Substrat-Einbau 


Bei der Oxydation organischer Substrate wird im Zuge der Endoxy- 
dation Kohlendioxyd freigesetzt. Zwischen diesem endogenen Kohlen- 
dioxyd und dem zugesetzten radioaktiven Kohlendioxyd wird sich ein 
Gleichgewicht einstellen. Es ist nicht abzusehen, in welchem Umfang 
das zu Carboxylierungsreaktionen verwertete CO, aus dem endogenen 
und exogenen CO, stammt. Um diese Frage zu klaren, untersuchten 
wir den Substrat- und CO,-Einbau durch Mycobacterium (IV S-B) ein- 
gehender, da fiir diesen Stamm der Mechanismus des Substratumsatzes 
und der Carboxylierung durch enzymchemische Untersuchungen bereits 
aufgeklart worden ist (LYNEN u. Mitarb. 1959). 


Das Studium der Umwandlung von Leucin zu Acetessigsiure hatte erkennen 
lassen, da der Leucinabbau iiber Isovaleriansiure als Zwischenprodukt fiihrt. In 
den weiteren Abbauweg der IVS ist eine Carboxylierungsreaktion eingeschaltet 
(Coon u. Mitarb. 1954, 1956). Nach Untersuchungen mit Extrakten aus Ratten- 
leber und Schweineherz (BACHHAWAT, ROBINSON u. Coon 1956) wird angenommen, 
daf IVS auf der Stufe des 6-Hydrox-isovaleryl-CoA zu Hydroxy-methyl-glutaryl- 
CoA carboxyliert wird. Eingehende Studien iiber die Einzelschritte der Carboxy- 
lierung an einem Extrakt aus dem mit IVS als C-Quelle gewachsenen Myco- 
bacterium (Stamm IVS-B) durch LyNEN u. Mitarb. (1959) fiihrten zur Aufdeckung 
der einzelnen Reaktionsschritte, zur Anreicherung der beteiligten Enzyme und 
schlieBlich zur Isolierung des Cofaktors der Carboxylierungsreaktion, einer CO,- 
Biotin-Verbindung (LYNEN u. Mitarb. 1959). Danach stellt sich die Umsetzung vom 
B-Methyl-Crotonyl-CoA, dem Dehydrierungsprodukt des Isovaleryl-CoA, aus- 
gehend folgendermafen dar: $-Methyl-Crotonyl-CoA wird durch Methyl-Crotony]- 
carboxylase in Gegenwart von CO, und ATP zu £-Methyl-glutaconyl-CoA carb- 
oxyliert; unter Bildung von f-Hydroxy-f-Methyl-glutaryl-CoA wird durch Methyl- 
glutaconase Wasser angelagert und dieses wichtige Zwischenprodukt schlieBlich 
unter Bildung von Acetyl-CoA und Acetessigsiure gespalten. Durch diese Reak- 
tionen wird Isovaleriansiure in die bekannten Wege des Intermediarstoffwechsels 
eingeschleust. Der Reaktionsweg stellt den interessanten Fall dar, daB die Substrat- 
verwertung an eine Carboxylierungsreaktion zwangslaufig gebunden ist. 
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Wir nehmen an, da8 Isovaleriansaure durch Mycobacterium (IVS-B) 
auf dem enzymchemisch erschlossenen Weg abgebaut und iiber Acetyl- 
CoA synthetischen Prozessen zugeleitet wird. Wenn zur einleitenden 
Carboxylierung und Assimilation der Isovaleriansaure zur Zellsubstanz- 
synthese lediglich das der Zelle von auBen angebotene CO, verwertet 
werden wiirde, miiBte je Molekiil eingebaute IVS ein Molekiil radio- 
aktives Kohlendioxyd fixiert werden. Dieses CO,/IVS-Verhaltnis erreicht 
mit dem Wert 1 die theoretische obere Grenze. Der im Experiment. 
ermittelte Wert wird stets kleiner sein, da im Zuge der oxydativen 
Assimilation ein Teil des Substrats endoxydiert wird und das gebildete 
nicht-radioaktive Kohlendioxyd ebenfalls zur Carboxylierung heran- 
gezogen wird. Die experimentelle Ermittlung des CO,/IVS- Quotienten 
muBte Anhaltspunkte fiir das AusmaB der Verdiinnung von exogenem 
durch endogenes Kohlendioxyd liefern. 


Zur Berechnung des CO,/IVS- Quotienten war zunachst der Anteil des 
von den Zellen assimilierten vom insgesamt umgesetzten Substrat zu 
bestimmen. Die notwendigen Daten wurden der Atmungskurve (Abb.3) 
entnommen. Der Stamm /VS-B hatte das Substrat (2,5 wMol IVS) nach 
200 min vollstandig umgesetzt und auf Kosten der Substratoxydation 
164 wl = 7,32 uMol O, aufgenommen; das entspricht 2,93 ~Mol O, je 
1 wMol IVS. Da theoretisch bei vollstandiger Oxydation nach 


C.H,,02 + 6,5 0, 5 CO, + 5 H,O 


6,5 Mole O, je Mol IVS aufgenommen werden, wurden also je Mol 
umgesetzter IVS eee = 0,55 Mole IVS eingebaut. Folglich 
entspricht einer Aufnahme von 1 Mol O, ein Substrateinbau von 0,188 Mol 
IVS und eine Oxydation von 0,154 Mol IVS. Diese Daten wurden der 
Berechnung des CO,/Substrat-Verhaltnisses (Tab.4, Spalte 6) zugrunde 
gelegt. 

Fiir eine Versuchszeit von 100 min ergeben sich die in Tab. 4 zusammen- 
gestellten Daten. Unter Beriicksichtigung des endogenen CO,-Kinbaus 
und der Leeratmung errechnet sich das CO,/O,-Verhaltnis fiir den Stamm 
IVS-B zu 0,0695 (Tab.4, Spalte 5). Je Mol eingebauten Substrates 
wurden. also 0,0695/0,118 = 0,328 Mole exogenes Kohlendioxyd von den 
Zellen festgelegt. Der theoretische Wert von 1 Mol CO, je Mol IVS wird 
also nicht erreicht. DaB die CO,-Fixierung nur einem Drittel der theo- 
retisch zu erwartenden entspricht, fiihren wir auf die Diffusionsgrenzen 
zuriick, die eine Gleichgewichtseinstellung zwischen endogenem und 
exogenem Kohlendioxyd verhindern. © 

Das Einbauverhaltnis (CO,/eingebautes Substrat) lieB sich in mehr- 


fachen Wiederholungen sehr gut reproduzieren (0,31—0,35). Weshalb der 
5* 
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IVS-Einbau durch den Pansenstamm JVS-W von einem etwa nur halb 
so groBen CO,-Einbau begleitet ist, haben wir vorerst noch nicht klaren 
k6onnen. 


Tabelle 4. Bezichungen zwischen CO,- und Substrat-Einbau wihrend der oxydativen 
Assimilation unter Wachstumsbedingungen (unter Beriicksichtigung des endogenen 
CO,-Einbaus und der Leeratmung) 


1 2 3 4 5 6 
AO. —A00, —ACO, mecravsl 
Stamm Substrat ime img eartrt e meh oe S 
IVS-B IVS 11,4 0,791 0,0695 0,328 
IVS-W IVS 7,75 0,374 0,0483 0,255 
IBS-H IBS 1,40 0,0102 0,00733 0,0167 
PS-B PS 2,8 0,0475 0,017 0,0360 


Spalte 3. O,-Aufnahme in «Mol O, je mg Zellsubstanz (Trockengewicht) ; 
Spalte 4. 4CO,-Einbau in «Mol CO, je mg Zellsubstanz (Trockengewicht) ; 
Spalte 6. CO,-Einbau-VerhAltnis in «Mol CO, je “Mol eingebautes Substrat. 


Fiir einige Stémme, bei denen sich der synthetische Wirkungsgrad der 
Substratverwertung mit hinreichender Genauigkeit ermitteln lieB, 
wurden ebenfalls Beziehungen zwischen CO,- und Substrat-Einbau 
hergestellt (Tab.4, Spalte 6). 


Diskussion 

Zwischen den mit Enzymen und zellfreien Extrakten gewonnenen 
Erkenntnissen einerseits und den an intakten Zellen erhobenen Befun- 
denen andererseits bestehen zum Teil betrachtliche Diskrepanzen. 
Hinsichtlich der Abhangigkeit des Wachstums organotropher Bakterien 
von einem gewissen Gehalt des Nahrmediums und der Atmosphare an 
Kohlendioxyd besteht die Frage, welche Reaktionen in der Zelle auf die 
Erhaltung eines bestimmten CO,-Partialdruckes angewiesen sind. Mehrere 
der bekannten Carboxylierungsreaktionen (CALVIN u. Pon 1959) gehéren 
zum Grundstoffwechsel der Zelle. Dennoch ist das CO,-Bediirfnis ver- 
schiedener Stamme, Arten und Gattungen verschieden. Eine Vielzahl 
von Faktoren entscheidet dariiber, inwieweit sich die Carboxylierungs- 
prozesse des Zellstoffwechsels nach auBen hin zu erkennen geben. 

Am Modellfall eines Isovaleriansiure oxydierenden Mycobacteriums 
(IVS-B) wurde die CO,-Abhangigkeit der Substratoxydation und der 
Einbau von Kohlendioxyd wahrend der oxydativen Assimilation von IVS 
quantitativ verfolgt. Unter der Annahme, da IVS lediglich nach 
Carboxylierung zu Methylglutaconsiéure abgebaut und in den Inter- 
mediarstoffwechsel eingeschleust wird, sollte theoretisch je Mol assimi- 
lierten Substrats ein Mol Kohlendioxyd fixiert werden. In vivo wurden 
jedoch von dem der Suspension zugesetzten radioaktiven Kohlendioxyd 
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nur 0,328 Mole “CO, je Mol IVS in der Zellsubstanz festgelegt. Die 
Differenz zwischen dem theoretisch zu fordernden und experimentell 
bestimmten Einbauverhaltnis ist offenbar auf die teilweise Verwertung 
des endogen gebildeten Atmungs-Kohlendioxyds zuriickzufiihren. 
Obwohl sich das gemessene Einbauverhaltnis mit dem Stamm JV S-B 
sehr gut reproduzieren 1i8t, werden von verschiedenen Organismen 
verschiedene Anteile von exogenem und endogenem CO, verwertet 
werden. Das Hinbauverhalt- 
nis wird von der GréBe der 
Zelle, der Permeabilitat der 
Zellmembran und anderen 
schwer kontrollierbaren 
Faktoren abhangig sein. Kin 
relativ niedriges Einbau- 
verhaltnis braucht demnach 


Acetobacter peroxyaans 


nicht zu bedeuten, da8B kein Sibyingel 

oder nur wenig Kohlen-  kylinun 
dioxyd fixiert wird. Von Tue lnpelenag eri 
einem hohen Einbauver- » —— suboxydans 
haltnis 1éBt sich jedoch Escherichia colt (K tay mel) 
stets auf die Beteiligung ” coli (B) 

von Carboxylierungspro- Serratia marcescens 
zessen, am Stoffwechsel der hi UE gen ! ieee 708 70 
Zelle schlieBen. In Abb.6 -A 00, /-A 0y 


sind die Einbauquotienten 
Abb.6. Einbau von Kohlendioxyd aus der Suspensions- 
(—A CO,/ a O,) der unter- lésung wihrend der oxydativen Assimilation von Iso- 


suchten Stimme zum Ver-  valeriansiure (1 u. 2), Isobuttersiure (3 u. 4), Propion- 
f sdure (5), Athanol (6—10) und Glucose (11—13) durch 
gleich nochmals zusammen- __yerschiedene Bakterienarten und Stdmme. Die Linge der 


gestellt $ ‘kechtecke veranschaulicht den —ACO,/—A O.- Quotienten 
(unter Beriicksichtigung des CO,-EHinbaus und der 
Das fiir die oxydative O.-Aufnahme der substratfreien Kontrolle). Numerierung 
Assimilation von Glucose womioben! soci uae 
durch die beiden Stamme 
von EH. coli gemessene hohe CO,/O,-Verhaltnis steht im Einklang mit 
den Ergebnissen verschiedener Autoren (AJL u. WERKMAN 1948, 1949; 
PALMSTIERNA u. EHRENSVARD 1956). ABELSoN, Bouton u. ALDOUS 
(1952) zeigten, daB wahrend des aeroben Glucoseumsatzes 0,21 Mol 
CO, je Mol Glucose aufgenommen und vorzugsweise in Proteine und 
Nucleinsiuren eingebaut werden. Das eingebaute CO, findet sich zu 
30°/, in der Nucleinsdurefraktion (Botton, ABELSON u. ALDOUS 1952). 
In unseren Versuchen driickt sich dieser bevorzugte Einbau in die 
N-haltigen Bestandteile der Zelle dadurch aus, da8 in Gegenwart einer 
N- Quelle annahernd achtmal mehr CO, eingebaut wird als ohne Zusatz 


gebundenen Stickstoffs. 


70 H. G. Scunecen, R. Larrerry und R. SterumacH-HELwIe: 


Die bisher untersuchten Propionsaéure und Isobutterséure oxydieren- 
den Bakterien bauten wihrend der oxydativen Assimilation der Sub- 
strate weniger CO, aus der Suspensionsfliissigkeit ein, als nach den von 
Fuavin, Ortiz u. OcHoa (1955) und Krynory, TAKEDA u. GREENBERG 
(1955) an tierischen Praparaten erschlossenen Abbauwegen zu erwarten 
gewesen wiire. Aus der geringen Fixationsleistung kann man schlieBen, 
daB die Substrate durch unsere Staémme entweder nicht tiber Methyl- 
Malonyl-CoA abgebaut werden oder da das benétigte Kohlendioxyd in 
der Zelle vorwiegend durch Transcarboxylierung zur Verfiigung gestellt 
wird (Swick u. Woop 1960). 


Zusammenfassung 


1. Die Geschwindigkeit der Oxydation von Isovalerianséure durch 
Mycobacterium (IVS-B) ist vom CO,-Partialdruck abhangig. Unter sonst 
gleichen Versuchsbedingungen ist die Sauerstoffaufnahme im Warburg- 
gefaB um so geringer, je wirksamer das Atmungs-CO, absorbiert wird. 
WarburggefaBe mit verschieden geformten CO,-Absorptionseinsatzen 
werden verglichen. 

2. Fir eine Reihe von Bakterienstimmen wurden CO,-Einbau und 
O,-Aufnahme quantitativ bestimmt und im CO,/O,-Quotienten mitein- 
ander in Beziehung gesetzt. Der Quotient wurde fiir die Oxydation von 
Isovaleriansiure, Isobuttersdure, Propionsiure, Athanol und Glucose 
ermittelt. Der CO,-Einbau ist bei der Oxydation von Isovaleriansaure 
durch Mycobacterium (IVS-B) und von Glucose durch £. coli (Bu. 
K 12) besonders hoch. 

3. Wahrend der oxydativen Assimilation von Isovaleriansiure sollte 
je Mol eingebauten Substrats ein Mol Kohlendioxyd gebunden werden; 
von den Zellen wurden jedoch nur 0,328 Mole “CO, aus dem zugesetzten 
NaH™CO, je Mol eingebauter Isovaleriansiure aufgenommen. 


Die Untersuchung wurde durch eine Sachbeihilfe durch die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft erméglicht. 
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Untersuchungen iiber den Ligninabbau 
und tber die Oxydasen von Braun- und WeiBfiulepilzen 


Von 
R. Réscu 


(Mit 5 Textabbildungen) 
(Eingegangen am 10. August 1960) 


Aus der Gesamtheit pilzbedingter Holzschadigungen heben sich Braun- 
und Weibfaule durch ihre wirtschaftliche Bedeutung besonders her- 
aus. Da alle Erreger dieser Fauletypen zu den Basidiomyceten zahlen, 
sind beide Gruppen auch systematisch klar abgegrenzt. Chemisch 
beschrankt sich die durch Braunfaulepilze bewirkte Holzzerstérung auf 
den Abbau der Kohlenhydrate, wobei das Lignin als Riickstand bleibt. 
Die Wei8Sfauleerreger greifen sowohl Lignin als auch Kohlenhydrate an. 


Husert (1924) beschrieb bereits eindeutig die Unterschiede in der 
Chemie der beiden Abbauprozesse. Er nahm jedoch die Hinteilung der 
Fauletypen noch hauptsachlich nach der Farbe der Holzrestsubstanz 
vor, die nicht in jedem Falle typisch erscheint. Die Definition der 
Destruktionsfaule nach Fatcx (1926) und Fatck u. Haase (1927) 
stimmt insgesamt mit dem heutigen Begriff der Braunfaule tiberein. 
Die Korrosionsfaule, die Fatck am Beispiel von Trametes radi- 
ciperda auf Fichtenholz beschrieb, erfaBt nur einen der médglichen 
Sonderfalle der WeiBfaulen. CAMPBELL (1932) unterteilte die WeiB- 
faulen in drei Gruppen: 1. WeiBfaiulen, bei denen primar das Lignin und 
erst spdter die Cellulose angegriffen wird. 2. WeiBfaulen, bei denen zuerst 
die Cellulose angegriffen wird und der Ligninabbau nachfolgt. 3. WeiB- 
faulen mit gleichzeitigem Angriff auf Lignin und Cellulose. 

Die Korrosionsfaule nach FaucK entspricht der 1. Gruppe, die von 
Maurer (1955) beschriebene sogenannte Simultanfaule der 3. Gruppe 
nach CAMPBELL. 

Im Gegensatz zur scharfen Abgrenzung der Braunfaule gegeniiber 
der WeiBfaule stehen einige Angaben aus der Literatur, nach welchen 
das beim Holzabbau durch Braunfaulepilze zuriickbleibende Lignin 
nicht mehr im urspriinglichen Zustand vorliegt, sondern chemisch ver- 
Andert sein soll (ScHwALBE u. Exenstam 1927; APENITIS, ERDTMAN u. 
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Lropotp 1951; Leorotp 1951; Hieucut, Kawamura u. KAwAMURA 
1955). Dr Srnvens u. Norp (1954) fiihren einen Teil dieser Ergebnisse 
auf methodische Fehler zuriick. 

Die intensive Forschungsarbeit auf dem Gebiet der Ligninchemie 
hat zwar in den letzten Jahrzehnten wesentliche Erkenntnisse tiber 
Biosynthese und Teilstrukturen des Lignins geliefert, jedoch konnte die 
Gesamtkonstitution dieses hochpolymeren Naturstoffes bis heute noch 
nicht aufgeklart werden (NorpD u. DE Stevens 1958, FREUDENBERG 
1959). Die Isolierung des Lignins aus dem Holz muB so schonend wie 
méglich erfolgen, um chemische und physikalische Veranderungen der 
Substanz zu vermeiden. Alle Verfahren, bei denen starke chemische 
Agentien (Séuren und Alkalien) und hohe Temperaturen angewandt 
werden, sind also nicht geeignet zur Isolierung von Lignin, das fiir 
biologische Abbauversuche Verwendung finden soll. Die Isolierungs- 
methode nach Bs6RKMAN (1954) diirfte weitgehend die Identitat des so 
gewonnenen Praparates mit dem natiirlichen Lignin im Holzverband 
gewahrleisten. Das isolierte ,,native Lignin’ nach Brauns (1939) stellt 
nur eine niedermolekulare Fraktion des Gesamtlignins dar (FREUDEN- 
BERG 1954), ist aber nach Bjérkman-Lignin das geeignetste Praparat 
fiir biologische Untersuchungen. Widersprechend sind die Ansichten in 
der Ligninchemie iiber das ,,enzymatisch freigesetzte Lignin‘*, das ent- 
sprechend der Methode von Brauns (1939) jedoch nicht aus gesundem, 
sondern aus braunfaulem Holz gewonnen wird (FREUDENBERG 1954; 
FREUDENBERG 1955; Norp u. Dr Stevens 1958). Phenol-Lignin, das 
nach verschiedenen Verfahren unter Anwendung von Phenol und 
Mineralsaéure aus dem Holz extrahiert werden kann, ist auf Grund der 
Herstellungsweise kein ideales Substrat fiir biologische Untersuchungen. 

Kine Ubersicht iiber die Eignung verschiedener Ligninpriparate als 
Kohlenstoffquelle und eine in dieser Hinsicht kritische Betrachtung 
friiherer Ver6offentlichungen zum mikrobiologischen Ligninabbau geben 
GOTTLIEB u. PeLozar (1951). Zu Abbauversuchen mit Weiffaule- 
Pilzen verwendeten Day, PrLozar u. Gorrie (1949), Gorrires, Day 
u. PELczaR (1950), Petcozar, Gorrires u. Day (1950) erstmals Brauns- 
Lignin; von einer ausgesprochen guten Entwicklung dieser auf ihrem 
natiirlichen Substrat sehr aktiven Ligninzersetzer kann aber mit Lignin 
als alleiniger Kohlenstoffquelle in Kultur auf Grund der Versuchs- 
ergebnisse kaum gesprochen werden. Um so erstaunlicher war die Ver- 
offentlichung von FiscnEr (1953), nach der Merulius lacrymans, ein 
typischer Braunfaule-Pilz, auf Phenollignin-Agar hervorragende 
Entwicklung zeigte, hinter der selbst Vergleichskulturen von Poly- 
stictus versicolor zuriickblieben. 

Hinsichtlich der Oxydasen, die an der Biosynthese des Lignins einer- 
seits und am Abbau des Lignins durch Weiffaulepilze andererseits 
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beteiligt sind, ergibt sich ein interessanter Vergleich. Da® am Aufbau 
des Lignins in verholzenden Pflanzenteilen nicht nur Peroxydase (Lyr 
1957a), sondern vor allem Laccase beteiligt ist, haben neuerdings 
FREUDENBERG, Harkin, REICHERT u. FuKUzUMTI (1958) eindeutig nach- 
gewiesen. Tyrosinase diirfte nach weiteren Ergebnissen der genannten 
Arbeit und nach Mason u. Cronyn (1955) keine Rolle beim Verholzungs- 
proze8 spielen. Im Gegensatz zu den negativen Ergebnissen von Higucut 
(1953) erzielten GorrLreB u. GELLER (1949), Dron (1952), FAnRanus 
(1953) und van Vurer (1954) mit Pilz-Oxydasen einen oxydativen 
Angriff auf verschiedene Ligninpraéparate. Die Beteiligung extra- 
cellulérer Oxydasen am Abbau des Lignins durch Weiffaulepilze ist 
zwar experimentell noch nicht eindeutig gesichert. Auffallend ist aber 
die Tatsache, daB Laccase und Peroxydase als Ektoenzyme bisher, so- 
weit bekannt, nur bei der Weiffaiulegruppe der holzzerstérenden Ba- 
sidiomyceten nachgewiesen werden konnten, und dafB Weiffaulepilze 
anscheinend grundsatzlich zumindest mit einem dieser beiden Fermente 
ausgestattet sind. Tyrosinase, die normalerweise nur intracellular auf- 
tritt, findet sich bei verschiedenen Arten beider Faulegruppen. Eine 
Beziehung dieses Fermentes zum Ligninabbau ist daher nicht an- 
zunehmen. 

Vorkommen, Nachweis, quantitative Bestimmung und Higenschaften 
von Pilz-Peroxydasen wurden neuerdings von LyR eingehend behandelt 
(Lyr 1955, 1956, 1957b, 1958). Die verwirrende Nomenklatur der 
Phenoloxydasen wird sowohl von Borv1n (1951) wie auch von LINDEBERG 
u. Hotm (1952) hervorgehoben. Im folgenden werden die Bezeichnungen 
Tyrosinase und Laccase im Sinne der in diesen beiden Arbeiten gegebenen 
Definitionen verwendet. Beziiglich der Substratspezifitat der Pilz- 
Tyrosinase muB aber an dieser Stelle schon im Hinblick auf eigene 
Untersuchungen darauf hingewiesen werden, dais nach den Angaben 
von GRAUBARD (1939), Borp1n (1951) und Lyr (1958) Guajacol von 
diesem Ferment nicht oxydiert werden soll. 

BavenDAMM (1928a, 1928b) entwickelte eine Methode zur Unter- 
scheidung von Braun- und WeifBfaulepilzen, die im Prinzip auf dem 
Fehlen extracellulirer Oxydasen bei der Braunfaiulegruppe beruht. 
Nosies (1958) gibt eine Zusammenstellung der zahlreichen Arbeiten 
iiber Anwendung und Weiterentwicklung der Bavendamm-Methode 
und einiger neuer, qualitativer Untersuchungsverfahren. LyR (1958) 
unterzieht die bisherige Methodik einer kritischen Betrachtung und 
bringt einige wesentliche Verbesserungsvorschlage. 

Aus mehreren Veréffentlichungen seit BAVENDAMMs ersten Arbeiten 
in dieser Richtung geht hervor, daB fast bei allen Testmethoden Grenz- 
fille auftreten, bei denen die Ergebnisse verschiedener Verfahren am 
gleichen Objekt oder Holzabbautypus und Oxydasenreaktion nicht 
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iibereinstimmen. Selbst fiir einige der wichtigsten Holzzerstorer aus der 
Braunfaulegruppe sind widersprechende Angaben in der Literatur zu 
finden. Merulius lacrymans ergab nach BAVENDAMM (1928a), JORGENSEN 
u. Ver“By (1953) und Noses (1958) keine Reaktionen. Die teilweise 
positiven Befunde nach BavenpDAMM (1928b) mit absterbendem Mycel 
konnen auf die Wirkung freigesetzter Tyrosinase zuriickgefiihrt werden. 
ZoBERst (1952) erhielt aber mit einem aus dem Mycel gewonnenen 
Fermentpraparat auBer den zu erwartenden Reaktionen mit Brenz- 
catechin, Pyrogallol, p-Kresol und Tannin auch eindeutig eine Oxy- 
dation von Guajacol und Hydrochinon und eine fragliche Reaktion mit 
p-Phenylendiamin. Hiaucut u. Krramura (1953) gaben andererseits an, 
daB der Mycelextrakt Guajacol und «-Naphthol nicht oxydierte und 
daB die Reaktion mit Hydrochinon fraglich war. Coniophora cerebella 
bildet nach Lyr (1958) keine der drei Oxydasen. Den vielen negativen 
Testergebnissen (BAVENDAMM 1928a, Davipson, CAMPBELL u. BLAISDELL 
1938, Preston u. Mc Lennan 1948, Law 1950, Borpr1n 1951, JORGENSEN 
u. VErLBY 1953, NoBiEs 1958) steht die Beobachtung von ETHERIDGE 
(1957) gegeniiber, wonach drei Stémme dieser Art zwar nach der eigenen 
Priifungsmethode des Verfassers auf extracellulire Oxydasen keine 
Reaktion ergaben, jedoch nach dem Bavendamm-Verfahren positiv 
reagierten. SchlieBlich erhielt Law (1955) mit dem Kulturfiltrat einen 
schwach positiven Guajacum-Test ohne Brenzcatechin-Zusatz, eine 
Reaktion, die nicht auf Tyrosinase-Wirkung beruhen kann. Poria 
vaporaria gab nach Davipson, CAMPBELL u. BLAISDELL (1938), JOR- 
GENSEN u. VerLBy (1953) und Fuxuzumr (1953) keine Oxydasen- 
reaktionen. BavENDAMM (1928b) erhielt mit dieser Art zwar positive 
Ergebnisse, bezweifelte aber selbst die Identitit des verwendeten 
Stammes. Nach Hiaucut u. Krramura (1953) reagierte der Mycelextrakt 
weder mit Tannin noch mit Hydrochinon oder Guajacol, wahrend der 
extrahierte Mycelriickstand eine positive Guajacol-Reaktion zeigte. 

Aus den dargestellten Problemen ergaben sich zwei wesentliche 
Fragen, deren Klirung zum Ziel eigener Untersuchungen gesetzt wurde: 
1. Sind ausgesprochene Braunfiulepilze tatsichlich befahigt, isoliertes 
Lignin als Kohlenstoffquelle zu verwerten? 2. Sind alle abweichenden 
Phenolasenreaktionen typischer Braunfiulepilze nur auf freigesetzte 
Tyrosinase zuriickzufiihren ? 

Wenn einerseits die Ligninabbauversuche mit Merulius lacrymans 
nach FiscuErR (1953) reproduzierbar sind, dann ist die Trennung der 
beiden Faulegruppen nicht mehr gerechtfertigt. Wenn andererseits mit 
Substraten, die aufSerhalb des Wirkungsspektrums der Tyrosinase 
liegen, Reaktionen auftreten, ist zu priifen, ob der Substratbereich der 
Tyrosinase selbst weiter gefafst werden muB, oder ob in den Mycelien 
der Braunfaiulepilze eine weitere intracellulare Oxydase gebildet wird. 
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A. Material und Methodik 


Pilzstimme: In Tab.1 sind die Braun- und WeiBfaule-Stamme aufgefiihrt, 
die zu den eigenen Untersuchungen herangezogen wurden. Die Kennziffern in der 
zweiten Spalte der Tabelle werden in der weiteren Abhandlung zur kurzen Be- 
zeichnung des jeweiligen Stammes verwendet. 


Tabelle 1 
co a ep ab ee 
Art Kennziffer Stamm Herkunft 
Merulius lacrymans Ic M 36 Urdingen Hann. Miinden 
(Wulf.) Schum. ex Id Falck Baarn 
Fries. Ig Wien Wien 
SSeeaat IIb CBS Baarn 
Merulius silvester Hee Wer niael Ur aitaay 
Falck Id Weimar 2 Weimar 
Contovk. hell ITI Hann. Miinden Hann. Miinden 
oes “ee i, a IIIo Portugal 5¢ Eberswalde 
(Pers.) Duby IIIp Eberswalde 5a Eberswalde 
ee ; IVk Falck Baarn 
i ht ek IVi R 18 Schweden Berlin 
(Pers.) Fr. IVm Rabanus Berlin 
Polystictus versicolor 
(L.) Fr. XTe Mounce Baarn 
Pholiota destruens 
Pend: XITIm Bavendamm Baarn 
Ganoderma lucidum 
(Leyss.) Karst. XIVg Dobel Karlsruhe 
Pleurotus ostreatus 
(Jacq.) Fr. XVIr Karlsruhe Karlsruhe 


Die Angaben iiber die Herkunft der Staémme in der letzten Spalte der Tabelle 
bedeuten im einzelnen: Baarn: Centralbureau voor Schimmelcultures, Baarn. 
Berlin: Institut fiir Garungsgewerbe der Technischen Universitat, Berlin. Ebers- 
walde: Forstbotanisches Institut der Humboldt-Universitét, Eberswalde. Hann. 
Miinden: Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir 
forstliche Mykologie und Holzschutz, Hannoversch Minden. Karlsruhe: Botanisches 
Institut der Technischen Hochschule, Karlsruhe. Weimar: Institut fiir Spezielle 
Botanik der Friedrich Schiller-Universitat, Jena, Abt. Mykologie, Weimar. Wien: 
Institut fiir Landw. Pflanzenschutz und Forstliche Phytopathologie der Hoch- 
schule fiir Bodenkultur, Wien. 

Chemikalien: Fir die Versuche wurden nur Substanzen des im Handel er- 
haltlichen, héchsten Reinheitsgrades, meist p.A., der Firmen Merck und Riedel 
de Haén verwendet. Die Agarnahrbéden wurden mit Agar-Agar DAB 6 hergestellt. 
Fiir Malzwiirze-Agar wurde Léflunds Malzextrakt verwendet. 

Brauns-Lignin [isoliertes, natives Fichtenlignin aus Picea mariana (Miller) 
= Black Spruce] wurde dankenswerter Weise von Herrn Professor FREUDENBERG, 
Heidelberg, zur Verfiigung gestellt. 

Phenol-Lignin wurde aus hochgradig braunfaulem Fichtenholz (Picea excelsa 
Link) nach der in Kuxrys Handbuch der Pflanzenanalyse (1932) angegebenen 
Methode von Kaus, SCHOELLER u. MasTaGLio gewonnen. 
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Nahrlésungen: Nahrlésung A: Kohlenstoffquelle berechnet auf 12,0 g Kohlen- 
stoff; KH,PO, 1,5 g; NH,NO, 2,5 g; MgSO,- 7H,O 1,5 g; FeCl, -6H,O 5,0 mg; 
Aneurinhydrochlorid 2,0 mg; dest. Wasser zu 1 1. — Nahrlosung B: Kohlenstoff- 
quelle berechnet auf 12,0g Kohlenstoff; KH,PO, 2,5 g; NH,NO;3,0 g; MgSO, : 7H,O 
0,5 g; FeCl, - 6H,O 0,8 mg; ZnSO,- 7H,O 0,9 mg; MnSO,- 4H,0 0,4 mg; CuSO, 
-5H,O 0,05 mg; Aneurinhydrochlorid 2,0 mg; dest. Wasser zu 1 1. — Die Nahr- 
lésungen wurden mit Kalilauge so eingestellt, da sich nach der Sterilisation ein 
Anfangs-pq-Wert von 5,0 + 0,2 ergab. Als Stammlésung A und B werden im 
folgenden dieselben Lésungen ohne Kohlenstoffquelle bezeichnet. Zusammen- 
setzung und Herstellung der Lignin-Suspensionen in Stammlésung werden im 
experimentellen Teil beschrieben. 


Agar-Nahrbéden und Test-Agar-Praparate: a) Malzwiirze-Agar: Malz- 
extrakt 40,0 g; Agar 15,0 g; dest. Wasser zu 1 1; pq 5,2. — b) Glucose-Agar: Glu- 
cose-Monohydrat 33,0 g (= 12,0 g Kohlenstoff); Agar 15,0 g; Stammlésung B zu 
1 1; eingestellt auf pp 5,0 + 0,2. — Als Stamm-Agar B wird im folgenden ein Nahr- 
boden gleicher Zusammensetzung, jedoch ohne Kohlenstoffquelle bezeichnet. — 
c) Lignin-Agar: Lignin 20,0 g; Agar 15,0 g; Stammlésung B zu 1 1; eingestellt auf 
pu 5,0 + 0,2. Weitere Angaben im experimentellen Teil. — d) Tannin-Agar (nach 
BavENDAMM 1928a, modifiziert): Tannin 2,5 g; Malzwiirze-Agar zu 1 1; pq 4,5. — 
e) Guajacol-Agar (nach Borprtn 1951, modifiziert): Guajacol 0,5 g; Malzextrakt 
40,0 g; Agar 15,0 g; Phosphat-Citrat-Puffer 200 ml; pq 4,5; dest. Wasser zu 1 1. — 
f) Tyrosin-Agar: Malzextrakt 40,0 g; Agar 15,0 g; hei gesattigte Tyrosin-Lésung 
zu 11; pg 5,2. — Die Herstellung der Test-Agar-Praparate d—f wird im experimen- 
tellen Teil beschrieben. 


Stammkulturen, Vor- und Zwischenkulturen: a) Stammkulturen: Als 
Nahrboden wurde Malzwiirze-Agar verwendet. Die Uberimpfung erfolgte viertel- 
jahrlich. — b) Vorkulturen: Fiir jede Versuchsreihe wurden Vorkulturen auf Malz- 
wirze-Agar aus den Stammkulturen beimpft. — Nach 3 Wochen Kulturdauer 
wurde auf Nahrlésungszwischenkulturen oder bei Agarversuchsreihen direkt auf 
die Naihrbéden iiberimpft. — c) Zwischenkulturen: Um bei Nahrlésungsversuchen 
eine direkte Beimpfung aus den Agarvorkulturen zu vermeiden, wurden Zwischen- 
kulturen mit Nahrlésung eingeschaltet, aus denen nach 3 Wochen auf die Haupt- 
kulturen iiberimpft wurde. 


Ferment-Lésungen: a) Kulturfiltrate: Klare Filtrate aus Kulturen in 300 ml-, 
1 1- und 3 1-Erlenmeyerkolben mit jeweils 50 ml, 150 ml und 500 ml Nahrlésung B 
(Glucose als Kohlenstoffquelle). — b) Mycelextrakte: WaBrige Extrakte der 
Mycelien aus je zehn Kulturen. Das griindlich ausgewaschene Mycel wurde mit 
Quarz p.A. ,,Merck‘‘ feinst zerrieben und mit dest. Wasser 12 Std bei 4° C extra- 
hiert. Nach Absaugen durch Membranfilter Nr.5 (Membran-Filter-Gesellschaft, 
Sartorius- Werke, Gottingen) wurden die véllig klaren Lésungen sofort zur Priifung 
angesetzt. Das Volumen der Mycelextrakte wurde je zehn Einzelkulturen auf 60 
oder 120 ml eingestellt. — c) Rohfermentlésungen aus Ammonsulfat-Fallungen 
der Kulturfiltrate und Mycelextrakte: Die Ausgangslésung wurde mit 63 g Ammon- 
sulfat pro 100 ml versetzt und blieb 12 Std bei 4° C stehen. Durch Absaugen wurde 
die Fallung auf einem Membranfilter gesammelt und in dest. Wasser wieder gelost. 
Nachdem die ammonsulfathaltige Lésung durch das gleiche Filter abgesaugt war, 
erfolgte eine 24stiindige Dialyse gegen flieBendes Leitungswasser sowie 2 Std gegen 
dest. Wasser ('/,stiindlicher Wechsel). Der Gesamtvorgang wurde ein- bis zweimal 
wiederholt. Die Rohfermentlésungen wurden auf 120 ml je zehn Kulturen ein- 
gestellt. 

Puffer-Gemische: Zu den pq-Optimum-Bestimmungen wurden modifizierte 
Puffergemische nach Mc ILvAInk u. SORENSEN verwendet, in welchen das Dinatrium- 
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phosphat durch Dikaliumphosphat ersetzt war. Die Pufferskala erstreckte sich von 
pu 2,4—7,2 in Stufen von 0,4 pq-Einheiten. 


Test-Substratlésungen: Lésungen von Guajacol, p-Kresol und Hydro- 
chinon, jeweils 1,0 g ad 60 ml. 


Sterilisation: Die KulturgefaBe mit den Nahrsubstraten wurden an drei auf- 
einanderfolgenden Tagen jeweils 20 min im strémenden Wasserdampf sterilisiert. 
Das Verfahren bei Lignin-Versuchen wird im experimentellen Teil beschrieben. 


Bestimmung der p,-Werte: Alle pq-Wert-Bestimmungen wurden mit dem 
Beckman-H2-pq-Meter durchgefiihrt. Die Anfangs-pq-Werte wurden nach der 
Sterilisation bestimmt. Zwischen- und End-pq-Werte sind jeweils die Mittelwerte 
aus zehn Kulturen. 


Bestimmung der Mycel-Trockengewichte: Die Mycelien wurden bis zur 
Gewichtskonstanz bei 95° C getrocknet. Die angegebenen Werte sind jeweils das 
Mittel aus fiinf Kulturen. Die Vorbehandlung bei Lignin-Kulturen wird im experi- 
mentellen Teil beschrieben. 


Photometrische Bestimmungen: Alle Messungen wurden mit dem Filter- 
photometer Elko III (Zeiss) unter Verwendung von H-Cuvetten der Schichtlangen 
10, 20 und 50 mm und mit Filter S 49 E (Guajacol als Substrat) durchgefiihrt. 


B. Ergebnisse der Lignin-Abbau-Versuche 


Day, PELozaR u. GorrTies (1949) priiften 35 WeiBfaulestimme auf die Fahig- 
keit zur Nutzung von Brauns-Lignin, das in einer Konzentration von 0,5°/, in der 
Nahrlésung suspendiert wurde. Die Gesamtergebnisse dieser Untersuchungen waren 
uniibersichtlich und lieBen nur fiir einige Stémme den SchluB zu, daB Lignin als 
Kohlenstoffquelle eventuell in geringem Mae genutzt wurde. Zu weiteren Versuchs- 
reihen mit fiinf Adaptationspassagen von jeweils 3 Wochen Kulturdauer wurden 
sechs der besten Stémme ausgewahlt. Die Lignin-Konzentration betrug konstant 
0,5°/,. Die Glucose-Konzentration wurde stufenweise von 0,1°/, in der ersten Passage 
bis auf 0,01°/, in der vierten Passage vermindert. Die Endkulturen enthielten 
Lignin als einzige Kohlenstoffquelle. Die Kontrollen wurden jeweils nur mit den 
Glucose-Mengen angesetzt, die in den Lignin-Kulturen zusatzlich enthalten waren. 
Die Nahrlésung enthielt auBer 0,5°/, NH,NO, mit 0,1°/, Asparagin noch eine zusatz- 
liche organische Stickstoffquelle. In Parallel-Reihen wurden Ruhe- und Schiittel- 
kulturen angesetzt. Trockengewichtsbestimmungen erfolgten nach Extraktion 
der Mycelien mit Dioxan zur Entfernung anhaftenden Lignins. Die Trocknung 
wurde bei 55° C bis zur Gewichtskonstanz durchgefiihrt. Zwei Staémme (Polyporus 
abietinus und Poria subacida) zeigten Adaptation an Lignin als Kohlenstoffquelle. 
Die Myceltrockengewichte beider Stémme lagen fiir Ruhe- und Schiittelkulturen 
iibereinstimmend bei Werten um 30 mg. 


Nach Gorriies, Day u. Petczar (1950) konnten drei Stémme von Polystictus 
versicolor Brauns-Lignin als alleinige Kohlenstoffquelle ohne Adaptation und ohne 
zusatzliche organische Stickstoffquelle verwerten. D1on (1952) erzielte bei der- 
selben Art mit verschiedenen Lignin-Praparaten kein Wachstum oder nur geringe 
Entwicklung, wenn anorganische Stickstoffquellen verwendet wurden. Bei Zusatz 
organischer Stickstoffverbindungen war das Mycelwachstum besser, aber doch nicht 
vergleichbar mit der Entwicklung in den Glucose-Kontrollen. 


Fiir Abbau-Versuche mit Polystictus versicolor und Poria subacida verwendete 
van VurET (1954) enzymatisch freigesetztes Lignin, das aus braunfaulem Birken- 
holz nach der Methode von Bravuns (1939) extrahiert worden war. Um thermische 
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Veranderungen des Lignins zu vermeiden, setzte der Autor der sterilisierten Stamm- 
losung eine alkoholische Ligninlésung durch ein Bakterienfilter zu. Die Lignin- 
Konzentration in der so hergestellten Suspension betrug 0,5°/). Zur Entfernung 
des Alkohols wurde Luft durch das Filter geblasen. Die Bestimmung der Trocken- 
gewichte erfolgte nach einem Monat Kulturdauer (Schiittelkulturen) ohne voran- 
gehende Dioxanextraktion. Die Mycelien wurden hierzu 3 Std bei 60° C getrocknet. 
Fir Polystictus versicolor werden 40 mg angegeben, fiir Poria subacida Werte von 
63 mg bei Beimpfung aus Holzmehl-Vorkulturen und von 29 mg bei Beimpfung 
aus Glucose-Agar-Kulturen. 

FiscuER (1953) verwendete Phenollignin-Agar zu seinen Versuchen mit Meruli 
lacrymans und Polystictus versicolor. Das Lignin wurde nach der in KiErns Hand- 
buch der Pflanzenanalyse (1932) beschriebenen Methode von KALB, SCHOELLER u. 
MastTacuio aus braunfaulem Holz gewonnen. In der Veréffentlichung wie in der 
Original-Dissertation (FiscHER 1952) sind keine Einzelheiten iiber Herstellung und 
Zusammensetzung des Nahrsubstrates angegeben. Nach FiscHer (1957) wurde eine 
Lésung von Phenollignin in Athanol der Stammlésung mit den iiblichen Nahrsalzen 
und anorganischer Stickstoffquelle zugesetzt. Der Alkohol wurde durch Erhitzen 
entfernt. Die Lignin-Konzentration der Nahrbéden betrug 1°/), die Agar-Kon- 
zentration 1,5°/,. Beide Arten wurden ohne Adaptation auf Lignin-Agar angesetzt. 


Zu den eigenen Lignin-Abbauversuchen wurden folgende Stémme 
aus beiden Faulegruppen herangezogen: Braunfaiule: Merulius 
lacrymans Ic und Id; Merulius silvester IIb; Coniophora cerebella IIIo; 
Poria vaporaria IVk. — WeiBfaule: Polystictus versicolor XIe; Pho- 
liota destruens XIIIm; Ganoderma lucidum XIVg; Pleurotus ostreatus 
XVIr. 

Phenollignin ist aus den in der Einleitung behandelten Griinden nicht 
als ideales Substrat zu betrachten, muBte aber zu den eigenen Unter- 
suchungen bei Uberpriifung der Ergebnisse von FiscHEeR (1953) heran- 
gezogen werden. Da Bjérkman-Lignin nicht zur Verfiigung stand, wurden 
Vergleichskulturen mit Brauns-Lignin angesetzt. Beide Ligninpra- 
parate wurden vor der Verwendung in monatelangem Reinigungs- 
prozeB vielfach umgefallt und griindlichst gewaschen. Die Ergebnisse 
einer Phenollignin-Agar-Versuchsreihe sind in Tab.2 zusammengefaBt. 
Die bei diesen Untersuchungen angewandte Methodik sollte einiger- 
maBen den Bedingungen nach FiscuEr (1957) entsprechen. Zugleich 
war aber eine ganze Reihe von Fehlerquellen zu vermeiden oder unter 
Kontrolle zu halten. 

Zur Herstellung von Phenollignin-Agarnihrbéden wurden je Kolben 50 ml 
Stamm-Agar B angesetzt und wie iiblich sterilisiert. Nach der dritten Sterilisation 
wurden bei 60° C (Hinstellung auf dem Memmert-Wasserbad) unter aseptischen 
Bedingungen jeweils 10 ml einer 10°/,igen Lésung von Phenollignin in Athanol zu- 
gesetzt. Nach Verschlu8 der noch heiBen KulturgefiBe mit gut luftdurchlassigen 
Zellstoffmullkompressen erfolgte sofortige Uberfiithrung in groBe Exsiccatoren 
(ohne Trockensubstanz), die 12 Std bei laufender Wasserstrahlpumpe auf 30 mm 
Hg evacuiert wurden. Auf diese Weise lieB sich einerseits eine Verkrustung des 
Lignins durch Hitzewirkung fast vollstindig vermeiden, andererseits wurde das 
Athanol nahezu quantitativ aus dem Nahrsubstrat entfernt. Die geringen Wasser- 
verluste bei dieser Behandlung konnten durch haufiges Bedampfen der Kolben im 
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Impfraum iiber 14 Tage ausgeglichen werden. In keinem Falle traten wahrend 
dieser Zeit irgendwelche Infektionen auf. 

Um eventuelles Wachstum auf dem Agar ohne Kohlenstoffquelle und 
durch Nutzung des restlichen Athanols zu kontrollieren, wurden Parallel- 
reihen mit Stamm-Agar B und ebensolche mit Zusatz von jeweils 10 ml 
Athanol (Tab.2: Stamm-Agar B+ Athanol) je Kolben angesetzt. 
Samtliche Kontrollen wurden vor der Beimpfung in gleicher Weise 
behandelt wie die Phenollignin-Kulturen. Die Normalentwicklung der 


Tabelle 2. Mycelentwicklung von Braun- und Weiffiulepilzen auf 
Phenollignin-Agar und Agar-Kontrollen 
28 Tage Kulturdauer 


sai bitte agra ame ae i Games parte 

Merulius lacrymans Ic (+) (+) (+) azar, BE 4 oe eae 
Merulius silvester IIb (+) (+) (Ge) i Seo agalharts As ale 
Coniophora cerebella ITIo + (+) sas 
Poria vaporaria IVk (+) (+) (+) See ce ey 
Polystictus versicolor X Ie - (+) (+) ++ +4 
Pholiota destruens XIIIm + (+) () ao aae See 
Ganoderma lucidum XIVg ++ (+) + dod te || ok eo 
Pleurotus ostreatus X VIr + (Ga) (+) apaedese || desde 


Zeichenerklarung: Mycelbedeckte Oberflache (+): 2—4 em?; +: bis 8 cm?; 
++: bis 16 cm?; +++: 1/, Oberflache; +++-+: 3/,—1/, Oberflache. 


einzelnen Stamme konnte an Kontrollen mit Glucose-Agar und Malz- 
wiirze-Agar verglichen werden. Von Merulius lacrymans Ic und Poly- 
stictus versicolor XIe wurden auBerdem noch Kulturen mit Brauns- 
Lignin-Agar angesetzt. Die Entwicklung des Hausschwamms entsprach 
den Phenollignin-Agar-Kulturen, Polystictus versicolor zeigte mit 
Brauns-Lignin etwas besseres Wachstum als mit Phenollignin. 

Die Untersuchungsergebnisse dieser Reihe lassen sich wie folgt zu- 
sammenfassen : 

1. Auf Malzwiirze-Agar zeigten simtliche gepriiften Stamme optimale 
Entwicklung. 

2. Glucose-Agar wurde nur von Polystictus versicolor und Pholiota 
destruens schlechter genutzt als Malzwiirze-Agar. 

3. Stamm-Agar B (ohne Kohlenstoffquelle) lieB eine gewisse Ent- 
wicklung aller Stamme zu, die aber zum Teil auch auf Impfstiick- 
reserven zuriickgefiihrt werden kann. Eine zusatzliche Nutzung rest- 
lichen Athanols (Stamm-Agar B + Athanol) war nur bei Coniophora 
cerebella und. Ganoderma lucidum festzustellen. 

Arch. Mikrobiol., Bd. 38 6 
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4. Keiner der gepriiften Braunfaulestimme zeigte auf Phenollignin- 
Agar eine tiber das Kontrollwachstum hinausgehende Entwicklung. 


5. Unter den WeiBfaiulepilzen war Ganoderma lucidum offensichtlich 
allein zu einer stirkeren Nutzung von Phenollignin ohne Adaptation 
befihigt. Bei der Beurteilung ist jedoch auch das Wachstum auf der 
athanolhaltigen Kontrolle zu beriicksichtigen. Die tibrigen drei Staémme 
unterschieden sich in der Entwicklung deutlich von den Braunfaule- 
pilzen, bediirfen aber sicher einer Adaptation zur besseren Verwertung 
des Substrats. Auch Polystictus versicolor zeigte bei gleicher Ausdehnung 
nur ein etwas dichteres Mycel. Der hier gepriifte Stamm X/e war aber 
auch mit besser verwertbarer Kohlenstoffquelle nicht sehr entwicklungs- 
freudig, wenn Stickstoff nur als anorganische Verbindung geboten wurde. 


Durch Verwendung von Agar bei Lignin-Abbauversuchen kommt zu den mdég- 
lichen Fehlerquellen ein weiterer Unsicherheitsfaktor hinzu. Fliissigkeitskulturen 
mit suspendiertem Lignin sind fiir derartige Untersuchungen besser geeignet. Die 
Zusammensetzung der Stammlésung laBt sich chemisch eindeutig definieren, und 
die Entwicklung ist gegeniiber der visuellen Beurteilung bei Agarversuchen durch 
Bestimmung der Myceltrockengewichte genauer zu erfassen. 


Fiir die eigenen Versuchsreihen ohne Adaptation und fiir die Endkulturen der 
Adaptationsreihen wurden die beiden folyenden Substrate verwendet: 1. Brauns- 
Lignin 1,0 g; Stammlésung A zu 50 ml. 2. Phenollignin 1,0 g; Stammlésung B 
za 50 ml. 


Die Herstellung der Liygnin-Suspensionen erfolgte nach verschiedenen Ver- 
fahren. Bei den ersten Versuchen wurde das Gemisch wie iiblich sterilisiert. Hierbei 
verkrustete etwa die Halfte des Lignins durch Hitzewirkung. Durch eine Ver- 
besserung der Methodik konnte diese thermische Veriinderung des Lignins fast 
vollig vermieden werden. Die Kulturgefaiie mit der Lignin-Suspension wurden an 
drei aufeinander folgenden Tagen jeweils 20 min im Memmert-Wasserbad auf 60° C 
erhitzt. Diese Behandlung erwies sich als ausreichend zur Vermeidung von In- 
fektionen. Das dritte Verfahren entsprach insgesamt der Methodik bei Herstellung 
der Phenollignin-Agarnihrbéden. In diesem Falle wurden neben Glucose-Kon- 
trollen mit gleichem Kohlenstoffgehalt und Kontrollen ohne Kohlenstoffquelle 
noch weitere Kulturen mit Stammlésung und einem entsprechenden Athanol- 
zusatz zum Vergleich herangezogen. Auf diese Weise lieB sich die Normalentwick- 
lung mit gut nutzbarer Kohlenstoffquelle, die Entwicklung aus Impfstiickreserven 
und das Wachstum, das auf nicht quantitativ entferntes Athanol zuriickzufithren 
war, erfassen. 

Vor Bestimmung der Trockengewichte wurden die Mycelien jeweils mit 25 ml 
Dioxan je Kolben 4 Std extrahiert. Dieses Verfahren wurde wiederholt. Trocknung 
und Wagung erfolgten im iibrigen wie in der Methodik beschrieben (siehe 8. 79). 


Die Abbauversuche mit Lignin-Suspensionen in Nahrlésung wurden in Ruhe- und 
Schiittelkurven angesetzt. 


Nach den Untersuchungsergebnissen von Day, Prtczar u. Gorrie (1949) 
und Gorriies, Day u. Prnozar (1950) mit WeiBfaulepilzen war anzunehmen, 
daB Arten aus der Braunfaulegruppe, wenn sie tiberhaupt zur Nutzung von 
Lignin als Kohlenstoffquelle befihigt sind, einer langeren Adaptationszeit bediirfen. 
In diesem Sinne sind auch die Befunde der eigenen Versuche mit Lignin-Agar zu 
deuten. Zur Priifung auf ihre Adaptationsfahigkeit an Lignin wurden zwei Stamme 
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von Merulius lacrymans (Ic und Id) und ein Stamm von Merulius silvester (IIb) 
ausgewahlt. Die Gesamtkohlenstoffmenge betrug iiber die drei Passagen der Adap- 
tationsversuchsreihen sowohl in den ligninhaltigen Kulturen als auch in den 
Glucose-Kontrollen jeweils konstant 12 g je Liter Stammlésung A. Jn der ersten 
Passage enthielten die Lignin-Kulturen Glucose und Brauns-Lignin im Verhaltnis 
1: 1, in der zweiten Passage im VerhAltnis 1 : 3, bezogen auf den Kohlenstoff. In den 
Endkulturen wurde nur Brauns-Lignin als Kohlenstoffquelle geboten. Uber- 
impfungen und Mycelgewichtsbestimmungen erfolgten jeweils nach 84 Tagen 
Kulturdauer. 

Die hier gewaihlte Methodik unterscheidet sich in folgenden Punkten von dem 
Verfahren nach Day, PELozar u. GorriiEeB (1949): 1. Die Zeitspanne der Einzel- 
passagen war entsprechend dem héheren Kohlenstoffgehalt der Nahrsubstrate 
gréBer. 2. Die Kontrollen enthielten nicht nur die entsprechenden Glucose-Mengen, 
wie sie den ligninhaltigen Kulturen zugesetzt wurden. Lignin-Kulturen und Glu- 
cose-Kontrollen wurden mit gleichem Kohlenstoffgehalt angesetzt. 3. Die Be- 
impfung der Endkulturen mit Lignin als alleiniger Kohlenstoffquelle erfolgte bereits 
aus der zweiten Passage. Bei der relativ langen Kulturdauer ist anzunehmen, da 
eine auf den Verbrauch der restlichen Glucose folzende Mangelperiode schon in 
der zweiten Stufe iiber die Méglichkeit einer Adaptation entscheidet. 


Die Entwicklung in den ligninhaltigen Kulturen der ersten Passage 
war nach visueller Beurteilung und Mycelgewichtsbestimmung besser 
als in den Glucose-Kontrollen. In der zweiten Passage zeigten die Kon- 
trollen besseres Wachstum. Die Endkulturen mit Lignin als alleiniger 
Kohlenstoffquelle ergaben bei allen drei Merulius-Stammen eine so 
geringe Entwicklung, daB sich eine Mycelgewichtsbestimmung eriibrigte. 


Einige weitere Versuchsreihen mit den Stéammen der Braunfaule- 
gruppe ohne Adaptation fiihrten zu so minimalen Mycelgewichten, daB 
auf die Wiedergabe der Werte groBtenteils verzichtet werden kann. 
Ruhe- und Schiittelkulturen zeigten keine wesentlichen Unterschiede. 
In Tab.3 sind zum Vergleich mit den Ergebnissen der Weiffaulegruppe 
auch einige Myceltrockengewichte der Braunfaulepilze angefiihrt. 

Mit den WeiBfaulestammen wurden nur Versuchsreihen ohne Adap- 
tation angesetzt. Im Gegensatz zur Braunfaulegruppe zeigten die Ruhe- 
kulturen mit Brauns-Lignin Oberflichenmycel-Entwicklung. Die Mycel- 
trockengewichte der Ligninkulturen lagen nach 3 Wochen tiberein- 
stimmend bei Werten um 10—15 mg, wahrend die Glucose-Kontrollen 
das vier- bis zehnfache Gewicht ergaben. Die Kontrollen ohne Kohlen- 
stoffquelle lagen gréBtenteils unter der Grenze der Wagbarkeit. 

Die Ergebnisse einer Schiittelkulturreihe beider Faulegruppen mit 
Phenollignin sind in Tab.3 zusammengefaBt. AuBer Phenollignin- 
Kulturen mit und ohne Athanol-Zusatz und den iiblichen Kontrollen 
wurden bei dieser Reihe noch zusatzliche Glucose-Kulturen angesetzt, 
die zur quantitativen Erfassung der Wirkung der Dioxanextraktion und 
der Trocknungstemperatur auf die Mycelgewichte herangezogen wurden. 

Die Trockengewichte der Mycelien der Lignin-Schiittelkulturen waren 
bei den Weibfaulepilzen teilweise etwas héher als die der Ruhekulturen. 

6* 
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Ganoderma lucidum zeigte auch in dieser Versuchsreihe das beste Wachs- 
tum der WeiBfaiulegruppe mit Lignin. 

In Ubereinstimmung mit der im Vergleich zu den Glucose-Kontrolen 
doch sehr mafBigen Entwicklung aller gepriiften WeiBfaulepilze in den 
Ligninkulturen waren die py-Werte der Kulturfiltrate bei Abschlu8 der 
Reihe kaum verandert. Coniophora cerebella und Ganoderma lucidum 


Tabelle 3. Myceltrockengewichte von Braun- und Weiffdaulepilzen einer Phenollignin- 
Versuchsreihe mit Schiittelkulturen nach 21 Tagen Kulturdauer 


Mycelgewichte (mg) 
ohne Dioxan- 
Mycelgewichte (mg) nach Dioxanextraktion extraktion 
und Trocknung bei 95° C Trocknung bei 
95°C | 60°C 
Stamm roa) + fq roa] fa] —Q pQ Q 
ae on oO ist} oo oo io") io") 
Eee eek ee : : : 
Bs | 82¢ & BE +2 +23 ae 
= ire Sle) fe a aks Sel eats kl aq 
fq | ges S z= SE 85 88 
Yin ym + D m+ Bn on Bn 
Merulius 
1 5 5 
inwan eM 0 1,5 1,0 1,5 96,5 108,0 111,5 
Merulius 1.0 2.0 ‘ 
silvester IIb : ape 0,5 2.0 77,0 85,0 88,5 
Coniophora : i ; cal 
Shad Ta 2,0 4,5 1,0 4,0 313,5 351,0 361,5 
Poria vaporaria ee a, |e ee) ays 
IVk 0,5 1,0 SS ales |) ao 11,0 11,0 
Polystictus ) 5 3 ( y as z 7 ie ; 
Ae et a 13,¢ 0,5 1,5 40,5 44,5 47,0 
Piao ye Pr i ata ea hry 
destruens XIIIm ok 5,0 1,0 2,0 45,5 50,5 53,0 
Ganoderma 14.0 1 2 : are ail 
lucidum XIV g : 9,0 1,0 3,5 87,5 98,0 102,0 
Pleurotus — te ? 
9» © © 
ostreatus X VIr 12,0 13,0 2,0 2,5 37,0 41,0 42,5 


zeigten wieder eine etwas stirkere Nutzung des Athanols in den Kon- 
trollen gegeniiber den anderen Stiémmen. Der Vergleich der Trocken- 
gewichte dioxanextrahierter Mycelien von Glucose-Kontrollen mit den 
Werten, die sich ohne Vorbehandlung mit Dioxan ergaben, zeigt, daB 
bei diesem Verfahren eine Gewichtsminderung von durchschnittlich 
10°/, resultiert. Die Mycelien von Glucose-Kontrollen, die ohne voran- 
gehende Extraktion mit Dioxan bei 60° C getrocknet wurden, nahmen 
nach weiterer Trocknung bei 95° C noch um rund 3—5°/, an Gewicht ab. 
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Norp u. Sctrartnt (1946) stellten fest, daB Athanol als alleinige Kohlenstoffquelle 
von verschiedenen holzzerstérenden Pilzen verwertet werden kann. Um die Wirkung 
nicht quantitativ entfernten Athanols als Fehlerquelle bei Lignin-Abbauversuchen 
zu erfassen, wurden einige Braun- und Weiffaulestamme in Kulturen mit 400 ml 
Stammlésung B angesetzt, der 0,14°/, Athanol zugesetzt war. Die Kontrollen ent- 
hielten die auf den gleichen Kohlenstoffgehalt berechnete Glucose-Menge. AuBer- 
dem wurden Blindkontrollen ohne Kohlenstoffquelle angesetzt. 


Tabelle 4. M yceltrockengewichte einiger Braun- und WeiBfiulepilze nach 70 Tagen 
Kulturdauer mit Athanol als Kohlenstoffquelle. (400 ml Stammlisung B mit 0,14°/, 
Athanol in 2-Liter-Kolben) 


Mycelgewichte in mg 


Stamm —z 
Glucose- 


Athanol- 

Kulturen | Kontrollen 
Merulius lacrymans Ic 3 | 53 
Merulius silvester IIb + | 91 
Coniophora cerebella IIT1 24 39 
Polystictus versicolor X Ie 28 | 21 
Ganoderma lucidum XIV g 36 =| ~—s 63 


Diese Versuchsreihe fiihrte zu folgenden Ergebnissen (vgl. Tab.4): 


1. Merulius lacrymans und Merulius silvester konnten Athanol nur 
in sehr geringem Ausmafs verwerten. Die Entwicklung war aber noch 
deutlich besser als in den Kontrollen ohne Kohlenstoffquelle. 

2. Coniophora cerebella und Ganoderma lucidum zeigten auch hier 
deutlich eine gute Nutzung des Alkohols. 

3. Polystictus versicolor entwickelte sich in den Athanol-Kulturen 
besser als in den Glucose-Kontrollen. Auch in einer zweiten Versuchs- 
reihe mit dieser Art waren die Myceltrockengewichte entsprechend. 


C. Ergebnisse der Oxydasenuntersuchungen 


1. Test-Agar-Versuche 


Borprn (1951) hatte das Verfahren zur Priifung auf Oxydasen nach BAVENDAMM 
(1928 a, 1928b) durch Verwendung von Schragagar in Reagensglasern an Stelle von 
Agarplatten in Petrischalen methodisch abgewandelt. Auf diese Weise lieB sich 
zwar die Ausdehnung der Reaktionszonen nicht mehr so bequem messen; anderer- 
seits konnte aber ein grodReres Pilzmaterial mit geringerem Zeit- und Substrat- 
aufwand gepriift werden. AuBer der technischen Verbesserung fiihrte Borin auch 
eine Erweiterung der Methodik durch Differenzierung der Pritfungen auf Laccase 
und Tyrosinase ein. 

Folgende Test-Agar-Praparate wurden hierzu verwendet: 1. Gallussdure-Agar 
nach BAVENDAMM; 2. Guajacol-Agar, gepuffert auf py 4,5; 3. Hydrochinon-Agar, 
ebenfalls auf py 4,5 gepuffert; 4. Tyrosin-Agar, gepuffert auf px 7,0; 5. gemischte 
Tyrosin-p-Kresol-Agar-Praparate sowie p-Kresol-Agar ohne Tyrosin-Zusatz. 

Nach mehreren Vorproben mit einer ganzen Reihe phenolischer Substanzen und 
nach einigen Variationen der Konzentration erfolgte der Ansatz der eigenen 


86 R. ROscH: 


Versuchsreihen mit Tannin-, Guajacol- und Tyrosin-Agar-Praparaten, deren Zu- 
sammensetzung in der Methodik (siehe 8.78) beschrieben ist. 


Um hydrolytische oder oxydative Verinderungen des Agars zu vermeiden 
(Davipson, CAMPBELL u. BLAISDELL 1938; LyR 1958), wurde ein Malzwirzeagar- 
Konzentrat gesondert sterilisiert. Der Zusatz der Testsubstratlésungen (Guajacol 
in Puffergemisch, Tannin in dest. Wasser) zu dem noch heifBen aber nicht mehr 
siedenden Agar-Konzentrat erfolgte unter griindlicher Durchmischung in den Test- 
rohrchen. Zur Herstellung des Tyrosin-Agars waren solche VorsichtsmaSnahmen 


¥ 
% 
: 
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Abb.1. Reaktion von Ganoderma lucidum auf Guajacol-Agar, 14 Tage Kulturdauer. Von links nach 


rechts: 7 unbeimpfte Malzwiirze-Agar-Kontrolle; 2 unbeimpfte Guajacol-Agar-Kontrolle; 3 beimpfte 
Malzwiirze-Agar-Kontrolle; 4 beimpfter Guajacol-Agar 


nicht erforderlich. Auch eine Pufferung dieses Praparates auf py 7,0 unterblieb, da 
bereits die Vorproben Hinweise auf Fermentaktivitat der Braunfaulepilze in tieferen 
pu-Bereichen ergaben. 

Die Reagensgliser mit jeweils 10 ml Test-Agar wurden in senkrechter Stellung 
zum Erkalten aufgestellt und nicht wie tiblich schrag gelegt. Durch den Ansatz auf 
, Senkrecht-Agar“ an Stelle von Schrigagar wurde zwar der Entwicklungsraum fiir 
den Pilz eingeengt, geniigte aber noch durchaus fiir die Versuchszwecke. Anderer- 
seits ergab sich aber eine nahezu quantitative Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da 
die 'Tiefe der Farbzonen ausgemessen (Abb.1 und 2) und die Farbe nach der Ost- 
waldschen FarbmeBtafel festgelegt werden konnte. Auf diese Weise lieBen sich auch 
Resultate zeitlich auseinanderliegender Versuchsreihen in Beziehung setzen. 

Samtliche Stéimme mit Ausnahme von Poria vaporaria IVl und IV m, die bei 
Ansatz der Versuche noch nicht zur Verfiigung standen, wurden auf den ausgewahl- 
ten drei Testsubstraten mehrfach gepriift und zeigten keinerlei Entwicklungs- 
hemmungen. Zur Beurteilung der Pigmentausscheidung, der Trocknungseffekte im 
Agar und eventueller Autoxydationsreaktionen bei diesen Substraten wurden 
folgende Kontrollen angesetzt: 1. Beimpfte Malzwiirzeagar-Kontrollen; 2. Un- 
beimpfte Malzwiirzeagar-Kontrollen; 3. Unbeimpfte Testagar-Kontrollen. 


Die Laccase-Bildner aus der WeiBfiulegrup pe zeigten erwartungs- 
gemaB starke Reaktionen auf Tannin- und Guajacol-Agar mit ziemlich 
scharf begrenzten Farbzonen. Zwei typische Beispiele sind in den 
Abb. 1und2 mit den Reaktionen von Ganoderma lucidum und Pleurotus 
ostreatus dargestellt. Auch Pholiota destruens, eine Art, die nach ander- 
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weitigen Versuchsergebnissen Peroxydase aber keine Laccase bildet, 
oxydierte beide Substrate. Die Reaktionen der Weibfaulepilze auf 
Tyrosin-Agar waren nicht eindeutig, da nur vereinzelt Rotfarbung, 
aber keine Melaninbildung auftrat. 

Bei den Braunfaulepilzen waren Verfarbungen der Substrate nur 
zu erwarten, wenn durch Mycelverletzung bei der Beimpfung oder durch 
Autolyse in spateren Stadien intracellulire Oxydasen freigesetzt wurden. 


il 2 3 4 


Abb.2. Reaktion von Pleurotus ostreatus auf Tannin-Agar, 14 Tage Kulturdauer. Von links nach 
rechts: 7 unbeimpfte Malzwiirze-Agar-Kontrolle; 2 unbeimpfte Tannin-Agar-Kontrolle; 3 beimpfte 
Malzwiirze-Agar-Kontrolle; 4 beimpfter Tannin-Agar 


Beide Vorgaénge wurden erfaBt durch Beobachtung sofort nach der 
Beimpfung und Ausdehnung der Kulturdauer iiber ein Vierteljahr. 
Tyrosin und Tannin wurden auf die eine oder die andere Weise meist 
von mehreren, zumindest aber von einem der gepriiften Braunfaule- 
stémme jeder Art, oxydiert. Auch diese Reaktionen entsprachen teil- 
weise der Erwartung, da sie eindeutig auf freigesetzte Tyrosinase zuriick- 
zufiihren sind. Auffallig war aber die Oxydation von Guajacol durch die 
beiden Merulius-Arten und Coniophora cerebella. Fiir Poria vaporaria 
konnte eine solche Reaktion bei diesen Versuchen nicht festgestellt 
werden. Allerdings war der hier allein gepriifte Stamm JV k auch nicht 
sehr aktiv. Allgemein waren die Farbzonen bei den Braunfaulepilzen 
schwacher und weniger scharf begrenzt als bei der WeiSfaulegruppe. 
Diese Erscheinung erklart sich aus dem intracellularen Charakter der 
Fermente. 


2. Reihenuntersuchungen an Kulturfiltraten 
und Mycelextrakten 


Im Zusammenhang mit der bei Test-Agar-Versuchen festgestellten Guajacol- 
Oxydation durch Braunfaulepilze waren Beobachtungen an Mangelkulturen von 
Merulius silvester IIb (mit anderen Versuchszielen), die Stammlésung A mit 0,05°/, 
Guajacol enthielten, von Interesse. Die Nahrlésung zeigte 14 Tage nach der Beimp- 
fung dieselbe dunkelrotbraune Verfirbung, wie sie in den Parallelkulturen der 
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WeiBfaulepilze meist sofort beim Ansatz auftrat. Auch eine reversible, starke Auf- 
hellung der Liésung im direkten Sonnenlicht war in beiderlei Kulturen zu beobachten. 


Nach diesen Ergebnissen war an moglichst umfangreichem Material die Frage zu 
priifen, ob auBer Guajacol auch andere Substrate, die nicht in den Wirkungsbereich 
der Tyrosinase fallen, oxydiert werden. Hierzu wurden samtliche zwolf Braunfaule- 
stamme herangezogen und die vier Weibfaulearten zum Vergleich angesetzt. 


Die stets bei diesen Versuchen verwendete Nahrlésung B mit Glucose als Kohlen- 
stoffquelle war nicht optimal fir die Entwicklung aller untersuchten Stamme, ins- 
besondere nicht fiir die Weiffaulepilze. Die Substratzusammensetzung ergab sich 
in Hinblick auf die Ligninversuche, bei denen organische Stickstoffquellen aus- 
zuschlieBen waren. Die Nahrlésung wurde auch bei diesen Untersuchungen bei- 
behalten, da besonders Merulius und Coniophora gute Entwicklung und Ferment- 
produktion zeigten. Die WeiBfaulepilze lieferten mit diesem Substrat bei maBigem 
Wachstum ebenfalls stets reichlich Oxydasen. 


Von zehn Kulturen (jeweils 50 ml Nahrlésung in 300 ml] Erlenmeyerkolben) 
wurden die Kulturfiltrate und der auf 60 ml eingestellte Mycelextrakt in Abstanden 
von 1—2 Wochen gepriift. Das von Kress (1960) entwickelte vereinfachte Testver- 
fahren eignete sich besonders fiir derartige Reihenuntersuchungen. Guajacol, 
p-Kresol und Hydrochinon wurden nach einigen Vorversuchen als Substrate aus- 
gewahlt. In Reagensglasern wurde zur Priifung folgendes Reaktionsgemisch an- 
gesetzt (siehe Methodik 8. 78—79): 1,0 ml Fermentlésung; 1,5 ml Puffergemisch ; 
0,3 ml Substratlésung. 


Fir Priifungen auf Peroxydasen mit Guajacol als Substrat wurde eine H,O,- 
Konzentration des Reaktionsgemisches von 0,05°/, eingehalten, die sich bei Unter- 
suchungen der Kulturfiltrate von Pholiota destruens als optimal erwiesen hatte. 
Alle drei Substrate hatten den Vorteil, Infektionen wahrend der Gesamtreaktions- 
zeit zu verhindern. p-Kresol erlaubte auBerdem eine eindeutige Unterscheidung von 
Tyrosinase- und Laccase-Wirkung. 


Voruntersuchungen mit Mycelextrakten der Braunfaulepilze zeigten bereits an, 
da die py-Optima auBerordentlich tief lagen. Die Reaktionen mit den einzelnen 
Substraten wurden daher jeweils fiir den gesamten Pufferbereich von py 2,4—7,2 
angesetzt. Bei den photometrischen Bestimmungen, zu welchen die zehnfachen 
Volumina an Reaktionsgemisch verwendet wurden, konnte nachgewiesen werden, 
dafi im Laufe der Reaktionszeit nur eine geringe Verschiebung der py-Werte 
(maximal 0,2 py-Einheiten) gegeniiber der angesetzten Pufferstufe erfolgte. Die 
laufenden Kontrollen jeder einzelnen Versuchsreihe enthielten 1 ml Kulturfiltrat 
oder Mycelextrakt und 1,8 ml Puffergemisch. Ferner wurden bei den Hydrochinon- 
Reaktionen zur Erfassung autoxydativer Verfairbungen, besonders in den héheren 
pu-Stufen, noch Kontrollen angesetzt, bei denen die Fermentlésung im Reaktions- 
gemisch durch dest. Wasser ersetzt war. Fiir Guajacol und p-Kresol zeigten ent- 
sprechende Ansitze mehrfach, da innerhalb von 48 Std keine Autoxydation ein- 
trat. Um gegebenenfalls nicht fermentbedingte Reaktionen, etwa durch den Gehalt 
an Schwermetallionen, zu erfassen, wurden auch Kontrollen mit sterilisierter Nahr- 
lésung angesetzt, die keinen Hinweis auf eine solche Wirkung gaben. SchlieBlich 
wurden auch die 2—3 min auf 100° C erhitzten Fermentlésungen gepriift. In jedem 
Falle zeigte sich hierbei entweder vollige oder doch sehr starke Inaktivierung. Um 
auch infektionsbedingte Fermentreaktionen ausschlieBen zu kénnen, wurde bei 
einigen Reihen in Parallelversuchen der gesamte, kurzfristige AufarbeitungsprozeB 
im Impfraum nach Bedampfung und UV-Bestrahlung durchgefiihrt, und die Fer- 


mentlésung durch Bakterienfilter filtriert. In den Reaktionen ergaben sich keine 
Unterschiede. 
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Die Umsetzungen wurden 10 min nach dem Ansatz und weiterhin nach 2, 4, 8, 
24 und 48 Std beobachtet. Die Bewertung der Reaktionsstirke ergab sich aus dem 
visuellen Vergleich der einzelnen py-Stufen untereinander und mit den laufenden 
Kontrollen. Schwache Verfirbungen zu Beginn der Priifung, die etwa unter der 
Wirkung reduzierender Substanzen allmahlich wieder verschwanden, und Farb- 
reaktionen, die erst nach 24 Std auftraten, wurden nur bewertet, wenn bei der 
nachsten Untersuchung eine insgesamt kriftigere, bleibende oder sich vertiefende 
Farbe auftrat, oder wenn die vorangehende Priifung auf abnehmende Aktivitat 
schlieBen lieB. 


Die Kulturfiltrate der Braunfaulepilze zeigten erwartungsgemaB 
nur bei Autolyse infolge Uberalterung geringe Reaktionen. Die Mycel- 
extrakte lieferten aber auffillige Ergebnisse fiir alle vier Arten dieser 
Gruppe. In den Tab.5—7 sind die Reaktionen jeweils iiber ganze Kultur- 
perioden zusammengestellt. Die gesamten umfangreichen Unter- 
suchungsbefunde lieBen sich nicht in dieser Weise darstellen. Hier muBte 
eine Auswahl getroffen werden, die entweder bei verschiedener Aktivitat 
gegentiber dem einzelnen Substrat den besten Stamm jeder Art erfaBte 
oder bei gleicher Reaktionsstérke denjenigen Stamm, von dem die 
meisten Einzeldaten vorlagen. 

Die Reaktion mit Guajacol, die rasch einsetzt und starke Ver- 
farbungen bis zu braunroten Fallungen ergibt, eignet sich besonders zu 
Aktivitatsbestimmungen. Alle vier Arten der Braunfaulepilze oxydierten 
Guajacol. Die in Tab.5 angefiihrten Stamme sind jeweils die aktivsten. 
Ein — Zeichen in der Spalte Reaktionsstarke zeigt an, daB der Stamm 
gepriift wurde und keine Reaktion ergab. Die + Zeichen sind relative 
Bewertungen fiir die Reaktionsstérke und den Reaktionsbeginn, wobei 
die Daten jedes Stammes unter sich und zu den anderen Stémmen sowie 
mit den verschiedenen Substraten in Beziehung gesetzt wurden. Ein 
Fragezeichen bedeutet atypische oder schwer zu beurteilende Ver- 
farbung iiber einen gréBeren py-Bereich. Bei Reaktionen mit Guajacol 
zeigten alle gepriiften Stémme mit Ausnahme von Poria vaporaria 
Maxima bei 14—21 Tagen. Der Coniophora-Stamm IIo erwies sich als 
besonders aktiv und reprasentierte damit auch die Aktivitat der Art, 
soweit sich dies nach den Beobachtungen an insgesamt drei Stammen 
beurteilen lieB. Poria vaporaria zeigte allgemein die geringste Aktivitat, 
ergab aber bei anderen Untersuchungen mit alteren Kulturen noch ein- 
deutige Reaktionen. 

Die Optima lagen mit Werten um py 3 sehr tief, schlossen damit aber 
den fermentativen Charakter der Reaktionen nicht aus, da die py-Werte 
der Nahrsubstrate dieser Pilze meist schon mit dem Hinsetzen der 
Aktivitat auf die gleiche GréBenordnung abgesunken waren. Die Gua- 
jacol-Reaktion zeigte besonders bei den Stémmen Ig und J/Jo, daB 
das py-Optimum artspezifisch ist. Dieser individuelle Einflu8 spricht 
ebenfalls fiir eine fermentbedingte Reaktion. Das jeweilige Optimum 
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Substrat 


Guajacol 


Hydro- 


chinon 
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Tabelle 5 
Reaktionen der Mycelextrakte der Braunfiulepilze mit Guajacol und Hydrochinon 
DH DE Reaktions- 
aon | mage | Rute | Myce, | opcimum | atte 
Merulius hk 3,4 5,8 -- os 
lacrymans Ig 14 2,8 5,8 2,8—3,2 ++ 
2 2,5 4,0 2,8 +++ 
28 2,4 4,2 2,8—3,2 == 
35 2,2 3,8 2,4—4,0 (+) 
Merulius ie 3,5 5,7 = = 
silvester IIc 14 2,6 5,8 2,8—3,2 | +++ 
24 2,2 5,0 | 28-3, bauer 
28 2,0 4,3 2,8—3,2 + 
35 2,0 4,5 2,8—3,6 + 
Coniophora 7 3,0 5,3 2,8—3,6 +++ 
cerebella III o 14 2:1 5,6 2,8—3,6 | ++++4+ 
21 1,9 5,3 3,2 +4+4++ 
28 1,9 5,7 2,8—3,6 ++ 
35 1,8 4,2 2,8—3,6 ++ 
Poria a 4,0 4,9 — — 
vaporaria IV 1 14 
21 3,4 4,5 -- = 
28 
35 2,9 5,5 2,8—3,2 + 
Merulius a 3,4 5,8 -- — 
lacrymans Ig 14 
21 2,5 4,0 _— ? 
28 
35 2,2 3,8 _ ? 
Merulius 7 3,5 5,7 — =» 
silvester IIc 14 
21 2,2 5,0 4,0 2 
28 2,0 4,3 4,0 (+) 
35 2,0 4,5 4,0 (+) 
Coniophora a) 3,0 5,3 3,6—4,4 ++ 
cerebella III o 14 2,1 5,6 3.6—4,4 +++ 
21 1,9 5,3 3,6—4,4 “ert 
28 1,9 5,7 2,4—4,4 + 
35 1,8 4,2 3,2—4,4 ++ 
Poria 7 4,0 4,9 = ira 
vaporaria IV 1 14 
21 3,4 4,5 — — 
28 
35 2,9 5,5 = = 


war reproduzierbar, was auch die Kurven der photometrischen Be- 
stimmungen zeigten. Auch fiir die Unscharfen der visuellen Optimum- 
bestimmung vor und nach Erreichen des Aktivitétsmaximums ergab 
das quantitative Bestimmungsverfahren eine Erklérung (siehe S. 95). 
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War schon die Oxydation des Guajacols durch Mycelextrakte von 
Braunfaulepilzen auffallig, so traf dies noch mehr fiir einen Teil der 


Tabelle 6. Farbreaktionen der Mycelextrakte der Braunféulepilze mit p-Kresol 


Pr 


pH 


Alter Reaktions- 
pian Tage St ely oui stiirke 
Merulius lacrymans Ic 7 3,0 B,D — — 
14 2,8 Syy5) — — 
21 25 5,0 6,8—7,2 + 
28 2,0 5,9 6,8—7,2 +4++ 
35 
42 1,9 5,2 6,8—7,2 + 
Merulius silvester IIc 7 oo Dal — — 
14 2,6 5,8 6,8—7,2 + 
21 2,2 5,0 6,8—7,2 ++ 
28 2,0 4,3 6,8—7,2 +4++ 
35 2,0 4,5 6,8—7,2 ++ 
42 1,9 4,5 6,8—7,2 ++ 
Coniophora cerebella III o 7 3,0 5,3 — 2 
14 Dei 5,6 - 2 
21 1,9 5,3 3,6—4,0 - 
28 1,9 say 3,6—4,0 + 
35 1,8 4,2 3,6—4,0 (+) 
42 
Poria vaporaria IV k 7 4,3 5,5 _— = 
14 Seal 5,3 — — 
21 
28 3,4 4,4 _ — 
35 
42 353 5,8 — — 


Tabelle 7. Fallungsreaktionen der M ycelextrakte von Coniophora cerebella mit p-Kresol 


Alter ae Me pr Reaktions- 
oe Tage Kultur | Mycel. | Optimum |, stiirke 
Coniophora cerebella III 7 3,3 O57 — — 
14 2,5 5,2 9:94. Osleehaeede 
21 2,2 5,0 | 32-40} ++ 
28 1,9 4,6 rs a 
Coniophora cerebella III o 7 3,0 5,3 3,6—4,0 a 
14 2,1 5,6 3,6—4,0 Gar aap 
21 1,9 5,3 3,6—4,0 | +++ 
28 1,9 OM — — 


p-Kresol-Reaktionen zu. Neben den zu erwartenden Verfarbungen durch 
Tyrosinase (Tab.6) traten auch Fallungsreaktionen (Tab.7) auf, wie sie 
bisher nur unter der Wirkung von Laccase und Peroxydase bekannt 
waren. Diese Ergebnisse konnten fiir Coniophora mehrfach reproduziert 
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werden. Auch bei Merulius silvester IIc wurde in einem Falle eine 
kraftige Fallungsreaktion beobachtet, die sich seitdem aber nicht durch 
Wiederholung sichern lieB. Auffallig war, daB es sich dabei um eine be- 
sonders gut entwickelte Hochsommer-Kulturreihe handelte, die auch 
auBerordentlich starke Guajacolreaktionen ergab. Die Tyrosinase- 
Aktivitat gegen p-Kresol setzte bei den Merulius-Stémmen im Laufe 
der Kulturdauer im Vergleich zu den Guajacol-Oxydationen und den 
p-Kresol-Fallungen deutlich spater ein (Tab.6). Fiir Poria konnte bei 
diesen Versuchen keine Wirkung auf p-Kresol beobachtet werden. Das 
pu-Optimum der Tyrosinase-Aktivitat der Merulius-Stémme stimmte 
mit der konstanten Spanne von py 6,8—7,2 mit den bisherigen Beob- 
achtungen an verschiedenen Pilz-Tyrosinasen relativ gut iiberein. In 
einigen Fallen wurde bei den Merulius-Stammen nach 3—4 Wochen 
Kulturdauer auch eine schwache Guajacol-Oxydation bei py 6,8—7,2 
beobachtet. Hierbei war entweder in den tieferen py-Bereichen keine 
Aktivitaét mehr festzustellen, oder aber das pq-Optimum ,,wanderte“ 
im Laufe der Reaktionszeit von den niederen zu den héheren Werten. 

Coniophora bereitete bei der Beobachtung der Farbreaktionen mit 
p-Kresol in den ersten 14 Tagen Schwierigkeiten, da durch die gleich- 
zeitigen Fallungsreaktionen eine eindeutige Beurteilung ausgeschlossen 
war. Die alteren Stadien erlaubten durch spateres Einsetzen oder Fehlen 
der Fallung die Feststellung, daB auch hier eine Verfarbung auftrat, die 
sich aber durch geringe Intensitét und tiefes pq-Optimum von den 
Reaktionen der Merulius-Stémme deutlich unterschied. 

Hydrochinon erwies sich als Substrat weniger geeignet (Tab.5). Poria 
vaporaria gab keine und Merulius lacrymans nur fragliche Reaktionen. 
Merulius silvester reagierte nur schwach aber durchgehend mit scharfem 
Optimum. Coniophora cerebella zeigte wieder die stirkste Oxydation, 
der optimale py-Wert war aber nicht eindeutig zu erfassen, da die Far- 
bung der Oxydationsprodukte in den einzelnen py-Stufen nicht nur 
quantitativ, sondern auch qualitativ verschieden war. Da aber zwischen 
dem pxH-Bereich der Aktivitaét und den durch Autoxydation schwer zu 
beurteilenden, héheren py-Stufen stets eine deutliche Grenze lag, 
konnte gesichert werden, daB die Aktivitatsspanne bei py 4,4 als obere 
Grenze endete. 

Von den WeiSfaulepilzen sei Pholiota destruens vorweggenommen, 
da diese Art anscheinend Peroxydase bildet. Auf eine intensivere Unter- 
suchung wurde in diesem Zusammenhang verzichtet. Mit dem Kultur- 
filtrat des Pilzes wurde nur die optimale Hydroperoxyd-Konzentration 
bestimmt, die fiir den Guajacol-H,O,-Test angewendet wurde (vgl. S. 88). 
Die Reaktionen mit Guajacol allein waren bei allen anderen Kultur- 
filtraten und Mycelextrakten der gepriiften Weif- und Braunfaulepilze 
bedeutend starker als bei H,O,-Zusatz. Nur Pholiota destruens (Kultur- 
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filtrat) reagierte mit Guajacol + H,O, sehr stark mit Optimum bei 
pu 3,2—4,0, ergab aber mit Guajacol allein kaum eine Reaktion. 

Polystictus versicolor ist ein Hauptobjekt der Pilz-Laccase-Unter- 
suchungen, Ganoderma lucidum wurde neuerdings von Krugs (1960) in 
anderem Zusammenhang griindlich auf Phenolaseaktivitaét untersucht 
und Plewrotus ostreatus ist als Laccase-Bildner bekannt. Diese Arten 
wurden daher jeweils nur zu Vergleichszwecken bei den Untersuchungen 
an der Braunfaiulegruppe herangezogen. Wie bei den Test-Agar-Ver- 
suchen konnten auch hier keine klaren Erkenntnisse iiber das Vor- 
kommen von Tyrosinase gewonnen werden. Interessant war nur ein Er- 
gebnis bei der Untersuchung der Mycelextrakte der beiden letztgenannten 
Arten. Mit Guajacol als Substrat ergaben beide Extrakte jeweils ein 
schwaches Optimum bei py 3,2—4,0 und ein zweites starkes Optimum 
bei po 4,8—6,0. 

Die Gesamtresultate dieser Reihen-Untersuchungen lieBen zu- 
mindest fiir Coniophora daran zweifeln, daf nur eine Tyrosinase-Wir- 
kung vorlag. Um die Substratspezifitat dieses Fermentes zu iiberpriifen, 
wurde nach dem gleichen Verfahren die Lésung einer Substanz unter- 
sucht, die eindeutig als Pilz-Tyrosinase deklariert war (Mushroom 
Tyrosinase, Worthington, Biochemical Corporation, Freehold, New 
Jersey, 10 mg zu 50 ml). Guajacol und p-Kresol wurden oxydiert, 
Guajacol mit einem py-Optimum von 7,2 an der Obergrenze des Priifungs- 
bereiches. In den py-Stufen unter 4,0 war wahrend der Gesamtreaktions- 
dauer nur eine auBerst schwache Verfarbung zu beobachten. Mit p-Kresol 
erfolgte erwartungsgemaB nur eine langsame oxydative Farbreaktion 
mit Optimum bei px 6,8; unter px 4,0 zeigten sich keine Veranderungen. 
Der Hydrochinon-Versuch ergab unspezifische, schwache Verfarbungen, 
die qualitativ in den einzelnen py-Stufen verschieden waren. Kin 
Optimum war auBerdem durch Autoxydation im hdheren py-Bereich 
nicht eindeutig festzulegen. 

AufschluBreich ist in diesem Zusammenhang auch eine Beobachtung von 
SpRECHER (1961) an Mycelextrakten von Lentinus lepideus. Diese Art, der an 
Phenol-Oxydasen nur Tyrosinase zugesprochen wird, ergab auf er der typischen 
Farbreaktion mit p-Kresol im héheren py-Bereich auch eindeutig eine Reaktion 
mit Guajacol bei tiefem pq-Optimum. 


3. Untersuchungen an Rohfermentlésungen 


Um die Ergebnisse der Reihenuntersuchungen zu sichern und zu erweitern, 
wurden von einigen Braunfiulestimmen Rohfermentlésungen aus Mycelextrak- 
ten und teilweise auch aus Kulturfiltraten nach dem in der Methodik (siehe 5S. 78) 
beschriebenen Verfahren hergestellt. Der Ansatz der Kulturen erfolgte mit 500 ml 
Nahrlosung B und Glucose als Kohlenstoffquelle in 3 1 Erlenmeyerkolben. Die Rei- 
hen wurden jeweils zum Zeitpunkt der zu erwartenden maximalen Fermentaktivitat 
abgeschlossen und die Mycelien von zehn Kulturen zu 120 ml Extrakt verarbeitet. 
Die an Proben der Extrakte und der Kulturfiltrate durchgefiihrten Priifungen auf 
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Oxydasenaktivitaét waren entscheidend fiir die Weiterbehandlung. Bei positivem 
Ergebnis wurden die Ausgangslésungen zu jeweils 120 ml Roh-Ferment-Lésung 
pro zehn Kulturen verarbeitet. Durch die hierbei meistens erreichte hdhere Fer- 
mentkonzentration konnten auch schwachere Aktivitaten erfaBt werden, die bei 
den Reihenuntersuchungen dem Nachweis entgangen waren. Andererseits bewirk- 
ten die veranderten Kulturbedingungen teilweise eine zeitliche Verschiebung der 
maximalen Aktivitaét und in Einzelfallen auch eine Aktivitatsverminderung. 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen seien in folgenden Punkten 
kurz zusammengefaBt : 


1. Rohfermentlésungen aus Kulturfiltraten der Braunfaulepilze 
zeigten erwartungsgemaB keinerlei Aktivitat. 


2. Die Reaktionsstarke der Rohfermentlésungen aus Mycelextrakten 
gegeniiber Guajacol und Hydrochinon wurde erst nach dreifacher 
Ammonsulfatfallung deutlich vermindert. Die pqy-Optima der Reaktionen 
mit Guajacol und Hydrochinon lagen nach dem ReinigungsprozeB je- 
weils um etwa 0,5 py-Einheiten tiefer. Diese Beobachtung konnte mit 
den Mycel-Rohfermentlésungen fiir die Guajacol-Reaktion photo- 
metrisch bestatigt werden (Abb.3). Mit p-Kresol traten nach der Am- 
monsulfatfaillung keine Farb- und Fallungsreaktionen mehr auf. 


3. Die Ergebnisse der Reihenuntersuchungen an Mycelextrakten der 
Braunfaulepilze wurden bestatigt und wie folgt erweitert: Merulius 
lacrymans Ig ergab nach 35 Tagen Kulturdauer eine starke Reaktion 
mit Hydrochinon. Das Aktivitaétsoptimum war mit pp 3,6 eindeutig 
festzulegen. Die Roh-Fermentlésung des Mycelextraktes einer 56 Tage 
alten Kultur von Poria vaporaria IV1 zeigte relativ starke Aktivitat 
gegeniiber Guajacol mit Optimum bei pp 2,4. Mit Hydrochinon ergab 
sich eine schwache, gleichmaBige Reaktion im Bereich von py 2,4—3,6. 
Vor dem Reinigungsverfahren reagierte der Mycelextrakt mit p-Kresol 
unter deutlicher Braunrotfirbung. Das py-Optimum lieB sich jedoch 
nicht scharf erfassen. 


4. Photometrische Aktivitétsbestimmungen 


Aufer bei der photometrischen Uberpriifung der oben angefiihrten Ergebnisse 
mit Rohfermentlésungen (Abb.3) wurde dieses quantitative Verfahren auch zur 
Sicherung der Ergebnisse mit Mycelextrakten angewandt. Zu diesem Zweck wurden 
Kulturen mit 150 ml Nahrlésung B und Glucose als Kohlenstoffquelle in 1 Liter 
Erlenmeyerkolben angesetzt. In Absténden von 7 Tagen erfolgte die Aufarbeitung 
der Mycelien aus jeweils zehn Kolben zu insgesamt 120 ml Extrakt. Zugleich wurden 
mit Parallelkulturen Myceltrockengewichtsbestimmungen vorgenommen. In Tab.8 
sind diese Daten und die Priifungsergebnisse mit Guajacol als Substrat nach der 
Methode der Reihenuntersuchungen am Beispiel von zwei Stammen zusammen- 
gefait. Die Abb.4 und 5 zeigen die entsprechenden pq-Optimum-Kurven der 
photometrischen Aktivititsbestimmung. Das Reaktionsgemisch wurde bei diesen 
Versuchen in gleichen Verhaltnissen wie bei den Reihenuntersuchungen, aber in 
zehnfacher Menge, angesetzt. 
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Der Merulius-Stamm Ig zeigte bei 7 Tagen Kulturdauer bereits geringe 
Aktivitaét, die aber noch an der Untergrenze der Me8barkeit lag; nach 
14'Tagen war das Maximum erreicht, und bei 21 Tagen waren die Werte 
schon wieder stark abgesunken (Abb.4). Coniophora cerebella IIIo wies 


in der zweiten Woche einen sehr starken 
Aktivitatsanstieg auf, der sich auch in der 
folgenden Woche in geringerem Ausma8 
fortsetzte (Abb.5). 


Die scharf begrenzten py-Optima im Ak- 
tivitatsmaximum stimmten bei der visuellen 
Beurteilung der Reihenuntersuchungen mit 
den photometrischen Bestimmungen exakt 
uiberein. Damit ist die Brauchbarkeit der 
Methodik bewiesen. Die Kurven der Aktivi- 
tatsbestimmung geben auch eine Erklarung 
fiir die Unscharfe der Optima vor Erreichen 
und nach Uberschreiten des Maximums. 
Abb.4 zeigt die Verflachung der Kurven 
bei abnehmender Aktivitaét, Abb.5 die 
Verscharfung des Optimums mit der Ak- 
tivitatszunahme. 


AbschlieBend muB8 noch erwahnt werden, . 


daB die Bestimmungen der maximalen Fer- 
mentaktivitaét bei den gesamten Oxydasen- 
Untersuchungen ausschlieBlich auf das 
praktische Ziel gerichtet waren, jeweils den 
Zeitpunkt wahrend der Kulturdauer zu er- 
mitteln, in dem eine Mycelaufarbeitung zur 
Gewinnung von Enzymlésungen lohnend 
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Abb.3.DPu-Optimum-Kurven der 


photometrischen 


Aktivitats- 


bestimmung an Rohferment- 
lésungen von WMerulius lacry- 
mans Ig (35 Tage alt), Coniophora 
cerebella IIIo (28 Tage alt), Poria 
vaporaria IVl (56 Tage alt). 
Guajacol als Substrat, 50 mm 
Cuvetten, 2 Std Reaktionszeit 


Tabelle 8. Guajacol-Reaktion der Mycelextrakte und Myceltrockengewichte 
von Merulius lacrymans Ig und Coniophora cerebella [IIo 


150 ml Nahrlésung B; Glucose als Kohlenstoffquelle 


Mycel- 
pH De pu Reaktions- trocken- 
Stamm Kultur- Mycel- - * i 
Tage filtrat EONS Optimum stiirke aeons 
ee ee 

Merulius 7 3,9 4,7 2,4—4,0 (+) 8 
lacrymans Ig 14. 3,0 5,2 2,8—3,2 ++ 38 
21 Pep fl 5,3 2,4—3,2 + 70 
Coniophora a a8 5,7 2,4—3,6 ++ 21 
cerebella III o 14 2,4 57, 2,8—3,2 +++ 300 
21 1,9 5,6 2,8 ++++ 765 
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war. Die tatsachlichen Aktivitatsverhaltnisse ergeben sich erst aus 
der Bezichung zum Myceltrockengewicht, sind aber in diesem Zu- 
sammenhang von untergeordneter Bedeutung. 


D. Diskussion 

Die Lignin-Abbauversuche haben bewiesen, daB Merulius lacrymans 
und Merulius silvester auch nach Adaptation nicht befahigt sind, isoliertes 
Lignin als alleinige Kohlenstoff- 
quelle zu nutzen. Mit Coniophora 47 
cerebella und Poria vaporaria wur- * 
den zwar nur Versuchsreihen ohne 
Adaptation angesetzt, die erwar- 
tungsgemaB negative Befunde er- 


gaben. In Ubereinstimmung mit der mi ger eokesteias 


bisherigen Auffassung iiber den 


211g. 


0,240 
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Abb. 4 Abb.5 


Abb.4. pu-Optimumkurven der photometrischen Bestimmung abnehmender Aktivitit der Mycel- 
extrakte von Merulius lacrymans Ig. Guajacol als Substrat, 50 mm Cuvetten, 1 Std Reaktionszeit 


Abb.5. pn-Optimum-Kurven der photometrischen Bestimmung zunehmender Aktivitiit der Mycel- 
extrakte von Coniophora cerebella IITo, Guajacol als Substrat, 10 mm Cuvetten, 2 Std Reaktionszeit 


chemischen Ablauf einer typischen Braunfiule kann aber aus diesen Er- 
gebnissen geschlossen werden, da8 Braunfaulepilze Lignin insgesamt 
nicht abbauen kénnen. Die Méglichkeit einer chemischen Verainderung 
des bei der Braunfaule zuriickbleibenden Lignins wird nach Besprechung 
der Oxydasen-Untersuchungen noch zu diskutieren sein. Die Befunde 
elektronenmikroskopischer Untersuchungen an braunfaulem Holz 
(Murer 1955) und die eigenen Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den 
Angaben von Fiscuer (1953). FiscHmr (1957) erwahnt die Moglichkeit, 
daB die Entwicklung des Hausschwamms mit Phenollignin als Kohlen- 
stoffquelle gegebenenfalls ausschlieBlich auf die Nutzung nicht quan- 
titativ entfernten Athanols zuriickzufiihren sein kénnte. Diese Frage 
wire an Parallelkulturen mit einem Athanolzusatz ohne Phenollignin 
bei sonst gleicher Behandlung zu klaren gewesen. 
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Das tippige Mycelwachstum einer 22 Tage alten Phenollignin-Agar- 
kultur des Hausschwammes ohne Adaptation (siche Abbildung bei 
FiscHEr 1953) kann nicht nur durch die Verwertung restlichen Athanols 
und aus den Reserven des Impfmaterials zustande gekommen sein. Ver- 
mutlich enthielt das verwendete Phenollignin noch nutzbare Mengen an 
Kohlenhydratverunreinigungen. Die Feststellung Fiscumrs, daB ,,Meru- 
lius domesticus faihig ist, Lignin zu verwerten, wenn dieser aromatische 
Komplex in eine lésliche Form iibergefiihrt worden ist‘, hat schon 
mehrfach Eingang in die Literatur gefunden (Mzrer 1955; Louwac 
1955; Jensen 1959; Lyr u. ZrecueR 1959), kann aber in diesem Zu- 
sammenhang nicht nur hinsichtlich der Lignin-Verwertung durch den 
Hausschwamm, sondern auch in bezug auf die Léslichkeit von Phenol- 
lignin nicht kritiklos hingenommen werden. Brauns (1952) bezeichnet 
den Ligninanteil, der durch Extraktion des Holzes mit Alkohol, Dioxan 
oder einem anderen geeigneten, organischen Lésungsmittel ohne Zusatz 
eines Katalysators gewonnen werden kann, als _,,isoliertes natives 
Lignin“‘. FREUDENBERG (1954, 1955) nennt diesen Anteil ,,losliches 
Lignin“ im Gegensatz zur Hauptmasse, die ungelést im Holz zuriick- 
bleibt. Selbstverstandlich bezieht sich diese Bezeichnung nicht auf 
Wasserléslichkeit. Zu den von Brauns (1952) als ,,Organosolv Lignins“ 
zusammengefaBten Ligninderivaten zahlt auch Phenollignin. Wie der 
Name dieser Gruppe sagt, ist hier ebenfalls nicht an eine Loéslichkeit in 
Wasser gedacht. Phenollignin ist nicht wasserloslich. Die Angabe, daB 
dieses Ligninpréparat in Wasser gelést wurde (Fiscuer 1953), hat 
FiscHer (1957) dahingehend berichtigt, daB nicht eine Lésung, sondern 
eine Suspension hergestellt wurde. 


Bei den eigenen Adaptationsversuchen mit Merulius-Stammen wurde fest- 
gestellt, daB die ligninhaltigen Kulturen der 1. Passage besser entwickelt waren als 
die Glucose-Kontrollen mit gleichem Kohlenstoffgehalt. Diese Beobachtung ist im 
Sinne des ,,synergistischen Effekts“‘ nach GoTTiieB, Day u. PELczaR (1950) zu 
deuten. 

Die Ergebnisse der Lignin-Abbauversuche mit WeiSfaulepilzen von Day, PEL- 
ozAR u. Gorriies (1949), Gorrnies, Day u. PeLozar (1950) sowie PELozAR, Gort- 
LIEB u. Day (1950) sind durch Methodik und Kontrollen weitgehend gesichert. Das 
von diesen Autoren angewandte Auswahlverfahren zur Erfassung der aktivsten 
Ligninzersetzer unter 35 WeiBfaulestimmen fiihrte zu dem Erfolg, da zwei zur 
Adaptation befahigte Arten herausgegriffen werden konnten. Bei den Adaptations- 
versuchen ware zur Beurteilung der Normalentwicklung mit gut verwertbarer 
Kohlenstoffquelle der Ansatz weiterer Glucose-Kontrollen mit dem den Lignin- 
Kulturen entsprechenden vollen Kohlenstoffgehalt zweckmaBig gewesen. 


Ein Vergleich der Ergebnisse eigener Lignin-Abbauversuche mit Polystictus 
versicolor XIe mit den Befunden von PEiozar, GOTTLIEB u. Day (1950) sowie Dion 
(1952) zeigt, daB sich verschiedene Stémme dieser Art nicht nur in der Lignin-Ver- 
wertung sondern auch in der Fahigkeit zur Nutzung anorganischer Stickstoffquellen 
unterscheiden. Die WeiBfaulepilze sollten bei den eigenen Untersuchungen nur zum 
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Vergleich mit den Ergebnissen der Braunfaulegruppe herangezogen werden. Hine 
Auswahl besonders aktiver Staémme wurde daher auch nicht getroffen. 


Die von vAN Vurzt (1954) bei den Lignin-Abbauversuchen mit Polystictus versi- 
color und Poria subacida angewandte Methodik weist einige Fehlerquellen auf. Eine 
quantitative Entfernung des zur Lésung des Lignins verwendeten Alkohols scheint 
bei dem Durchliiftungsverfahren ohne Druckminderung und bei Normaltemperatur 
nicht gewahrleistet. Der Ansatz gleichartig behandelter Kontrollen mit entsprechen- 
dem Athanolzusatz ware hier erforderlich gewesen. Die Mycelien wurden vor der 
Trockengewichtsbestimmung nicht mit einem organischen Lésungsmittel behandelt, 
so daB méglicherweise adsorbiertes Lignin (vgl. GorrrreB u. PeLczar 1951) mit- 
gewogen wurde. Die Temperatur von 60° C und die Zeitspanne von 3 Std fiir das 
Trocknungsverfahren lassen einen noch erheblichen Wassergehalt der Mycelien bei 
der Wagung annehmen. 


Die Ergebnisse der eigenen Ligninabbauversuche mit Weiffaule- 
pilzen sind durchaus vergleichbar mit den von Day, PELCzAR u. Gort- 
LIEB erzielten Ergebnissen, wenn folgende Punkte beriicksichtigt 
werden: 1. Die gepriiften Stémme wurden nicht durch Vorversuche aus- 
gewahlt. 2. Stickstoff wurde nur als anorganische Verbindung geboten 
(NH,NO,). 3. Die Pilze wurden ohne Adaptation auf das Substrat mit 
Lignin als alleiniger Kohlenstoffquelle angesetzt. 4. Lignin wurde in den 
meisten Versuchen als Phenollignin geboten, das vermutlich noch héher 
kondensiert ist als das natiirliche Lignin. 5. Bei der Mycelgewichts- 
bestimmung wurden mit einer Trocknungstemperatur von 95° C wesent- 
lich scharfere Bedingungen eingehalten. 


Dem teilweise starken Abbau des Lignins durch WeiSfaulepilze im 
Holz steht die schlechtere Verwertung des isolierten Lignins unter 
Kulturbedingungen gegeniiber. Dieses Problem wird im Anschlu8 an die 
Diskussion der Ergebnisse der Oxydasenuntersuchungen besprochen 
werden. 

LiInDEBERG u. Hom (1952) erhielten mit Rohenzymlésungen, die aus waBrigen 
Mycelextrakten durch Ammonsulfatfallung, Loésung des Niederschlages in wenig 
Wasser und anschlieBende Dialyse gewonnen wurden, zum Teil auffallend tiefe 
pu-Optima der Aktivitat intracellulirer Oxydasen gegeniiber Brenzcatechin als 
Substrat. Die untersuchten Hymenomyceten zihlten zu den dkologischen Gruppen 
der Streuzersetzer, Coprophilen und Mycorrhiza-Bildner. Die Aktivitit war teils 


auf Tyrosinase-Wirkung, teils auf die Wirkung intracellularer Laccase zuriick- 
zufiihren. 


Die eigenen Untersuchungen mit Mycelextrakten und aus diesen 
gewonnenen Rohfermentlésungen zeigten, da in den Mycelien von 
Braunfaulepilzen anscheinend auBer Tyrosinase noch eine zweite, 
laccaseartige, intracellulare Oxydase gebildet wird, die gegeniiber den 
gepriiften Substraten ebenfalls auffallend tiefe py-Optima zeigte. Nicht 
fermentbedingte Reaktionen unter der katalytischen Wirkung von 
Schwermetallionen kénnen beim gegenwirtigen Stand der Unter- 
suchungen noch nicht véllig ausgeschlossen werden, sind aber unwahr- 
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scheinlich, da Kontrollen mit der verwendeten Nahrlésung keine Ver- 
anderung im Laufe der Reaktionszeit zeigten. AuBerdem sprechen die 
unterschiedlichen py-Optima der gepriiften Arten gegen eine solche 
Wirkung. Nach Gravparp (1939) kann auch ein System Cytochrom- 
Cytochromoxydase als Agens ausgeschlossen werden. 


Bei den Untersuchungen an Mycelextrakten der Braunfiulepilze 
gaben schon die Reaktionen mit Guajacol als Substrat einen Hinweis 
auf die Wirkung zweier intracellularer Oxydasen. Wahrend der ersten 
3—4 Wochen Kulturdauer lagen die py-Optima bei Werten um pg 3. 
In alteren Kulturen der Merulius-Stamme war ein Optimum bei py 6,8 
bis 7,2 festzustellen. Das teilweise beobachtete ,,Wandern“ des Optimums 
wahrend der Reaktionszeit von tiefen zu héheren py-Werten diirfte 
ebenfalls auf zwei verschiedenen Fermentaktivitaten beruhen. Nach 
den Untersuchungsergebnissen mit Pilz-Tyrosinase (Mushroom-Tyro- 
sinase, Worthington) mu Guajacol in den Substratbereich der Tyro- 
sinase einbezogen werden (vgl. S. 93). Das Optimum der Reaktion liegt 
bei Werten um py 7. Die Tyrosinase-Aktivitat der Merulius-Stamme 
gegeniiber Guajacol setzte mit hohem py-Optimum im Laufe der Kultur- 
dauer spater ein und die Reaktion selbst verlief langsamer als die 
Guajacol-Oxydation bei tiefen px-Werten durch das laccaseartige 
Endoferment. Die Verschiebung des Optimums wahrend der Reaktions- 
zeit kann also mit einer rasch einsetzenden, aber insgesamt schwachen 
Reaktion bei tiefen py-Werten und einer starkeren, aber langsam ver- 
laufenden Reaktion im héheren py-Bereich erklart werden. Fiir diese 
Auffassung spricht auch die Tatsache, daB solche Beobachtungen nur 
an Mycelextrakten von alteren Kulturen gemacht werden konnten, in 
denen die Tyrosinase-Aktivitat ansteigend oder maximal war, wahrend 
die Aktivitaét des im tieferen py-Bereich wirkenden Fermentes das 
Maximum iiberschritten hatte. 


Die Beobachtung, daB bei der Guajacol-Reaktion der Mycelextrakte 
laccasebildender Weifaulepilze (Ganoderma lucidum XIVg und Pleuro- 
tus ostreatus XVIr) ebenfalls 2 pp-Optima zu erkennen waren, lat auf 
das Vorhandensein von intracellularen und extracellularen Laccasen 
schlieBen, die sich in dieser Hinsicht unterscheiden. 


Die Fallungsreaktion der Mycelextrakte von Coniophora cerebella mit 
p-Kresol spricht noch deutlicher als die Guajacol-Reaktion fiir eine 
intracellulire Oxydase vom Laccase-Typus. Hinschrankend mu8 hier 
gesagt werden, daB es bei den bisherigen Untersuchungen noch nicht 
gelungen ist, diese Reaktion nach einem ReinigungsprozeB zu reprodu- 
zieren. Vermutlich ist gerade die Methode der Ammonsulfatfallung fiir 
diesen Zweck ungeeignet. Zur Klarung dieser Frage werden verschiedene 


Isolierungsverfahren fiir das Ferment zur Zeit erprobt. 
7* 
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AuBer bei Coniophora cerebella konnte die Fallungsreaktion mit p-Kre- 
sol nur in einem Falle an einem Mycelextrakt von Merulius silvester IIc 
beobachtet werden. Da Coniophora cerebella aber mit allen Substraten 
stirkere Reaktionen zeigte als die gepriiften anderen Braunfaulearten, 
kann es sich hier moglicherweise nur um Aktivitatsunterschiede handeln. 


Bei den Merulius-Stammen setzte die Tyrosinase-Aktivitat gegeniiber 
p-Kresol wie bei Guajacol erst nach 3—4 Wochen Kulturdauer ein, war 
dann aber sowohl nach der Farbe der Oxydationsprodukte als auch nach 
dem py-Optimum typisch fiir die Wirkung dieses Fermentes. Poria 
vaporaria zeigte mit Fermentlésungen aus den Mycelien alterer Kulturen 
deutliche Aktivitat gegeniiber Guajacol und Hydrochinon im tieferen 
pu-Bereich; die p-Kresol-Reaktionen lassen aber keinen endgiiltigen 
Schlu8 auf das Vorhandensein von Tyrosinase zu. 


Die geringen Verfairbungen, die an Mycelextrakten von Coniophora 
cerebella bei schwacher oder fehlender Fallungsreaktion mit p-Kresol 
beobachtet wurden, kénnen nur mit Vorbehalt auf eine Tyrosinase- 
Wirkung zuriickgefiihrt werden, zumal das pq-Optimum sehr tief lag. 


Hydrochinon erwies sich als Substrat nicht sehr geeignet. Es wurde 
zwar eindeutig fiir alle gepriiften Braunfiulearten eine Oxydation der 
Substanz durch die Mycelextrakte im tiefen pq-Bereich festgestellt, die 
gut mit den Beobachtungen bei Verwendung von Guajacol als Substrat 
und bei den Fallungsreaktionen mit p-Kresol iibereinstimmte. Auf die 
Schwierigkeiten einer exakten py-Optimumbestimmung bei dieser 
Reaktion wurde aber bereits hingewiesen. Sofern nicht hochgereinigte 
Fermentlésungen verwendet werden, li Bt sich die Oxydation von Hydro- 
chinon auch nicht zur Unterscheidung von Laccase und Tyrosinase 
heranziehen, da Spuren von Brenzcatechin geniigen, um auch eine Reak- 
tion mit Tyrosinase in Gang zu bringen (GREGG u. NELSon 1940). 

Einige Untersuchungen, iiber die gesondert berichtet wird, zeigten Reaktionen 
der Mycelextrakte von Braunfiulepilzen mit weiteren Substraten wie «-Naphthol 


und p-Phenylendiamin, die ebenfalls auf die Wirkung eines laccaseartigen Endo- 
fermentes schlieBen lassen. 


Die Verschiebung der py-Optima nach tieferen Werten im Laufe des 
Reinigungsprozesses der Fermentlésungen konnte zwar durch photo- 
metrische Bestimmungen exakt erfaBt werden. Es bleibt aber noch zu 
priifen, ob dieser Effekt nicht auf die Addition geringer Fehlerquellen 
(Optimum zwischen den Pufferstufen, pxy-Verschiebung wahrend der 
Reaktionszeit) zuriickzufiihren ist. Diese Frage wird durch starkere 
Pufferung des Reaktionsgemisches und Verwendung von Puffern mit 
einer Abstufung von 0,2 py-Einheiten zu klaren sein. 


Die photometrischen Bestimmungen an Mycelextrakten haben gezeigt, 
da8 einerseits ein scharfes py-Optimum nur im Aktivitaétsmaximum zu 
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erfassen ist, und dai andererseits Aktivitatsmessungen im Zeitpunkt des 
Maximums bei dem steilen Abfall der Kurven eine exakte Optimum- 
bestimmung voraussetzen, wenn sie zu vergleichbaren Werten fiihren 
sollen. Uber Ergebnisse manometrischer Aktivitatsbestimmungen wird 
spater berichtet. 


Da bei allen bisherigen Oxydasenversuchsreihen mit Fliissigkeits- 
kulturen Nahrlésung B mit Glucose als Kohlenstoffquelle verwendet 
wurde, kénnen die Gesamtergebnisse auch nur auf dieses Substrat be- 
zogen werden. 


Test-Agar-Versuche zur qualitativen Priifung auf das Vorhandensein 
extracellularer Oxydasen ké6nnen nur zur Vororientierung dienen. Der 
Ansatz von Tyrosin-Agar eriibrigt sich, da ein negativer Befund mit 
diesem Substrat keinen endgiiltigen Schlu8 auf das Fehlen von Tyrosi- 
nase auf Grund des intracellularen Charakters des Fermentes zulaBt. 
Die ,,Senkrecht-Agar‘‘-Methode mit Tannin oder Guajacol als Substrat 
ermoglicht aber nahezu quantitative Untersuchungen zum Vergleich der 
Oxydasenaktivitat verschiedener Weibfaulestamme. Pilze, die Pig- 
mente in gréBerem Ausmaf in das Substrat ausscheiden, sind fiir der- 
artige Untersuchungen nicht geeignet. 


Das Vorkommen einer intracellularen Laccase bei Braunfaulepilzen 
kénnte die chemischen Veranderungen des Ligning erklaren, die von 
verschiedenen Autoren bei diesem Fauleproze8 festgestellt wurden (siehe 
S. 73). Wenn in hochgradig braunfaulem Holz nach Abbau der Kohlen- 
hydrate ein solches Ferment durch Autolyse aus den Mycelien frei- 
gesetzt wird, bosteht die Méglichkeit eines oxydativen Angriffes auf das 
Lignin. 

Nach FREUDENBERG, HArkIN, REICHERT u. FuKuzuMr (1958) und 
FREUDENBERG (1959) beschrénkt sich die Wirkung der Oxydasen beim 
Aufbau des Lignins aus p-Hydroxy-zimtalkoholen auf die Dehydrierung, 
die am Phenolhydroxyl ansetzt. Alle iibrigen Reaktionen laufen ohne 
Fermenteinwirkung ab. Die Radikale stabilisieren sich hauptsachlich 
durch Dimerisation zu sekundaren Lignin-Bausteinen. Die enzymatische 
Dehydrierung kann hier erneut einsetzen und zu weiterer Polymerisation 
iiberleiten. AuBer durch Dehydrierungspolymerisation baut sich das Lig- 
nin auch durch Addition der Zimtalkohole an intermediar gebildete 
Chinonmethode auf, wobei weitere Atherbindungen entstehen. Wahrend 
nach dieser Auffassung der Aufbau des Lignins aus den primaren Bau- 
steinen unter der Wirkung nur eines Fermentsystems vom Oxydasen- 
typus méglich ist, diirfte der biologische Abbau des hochpolymeren 
Lignins nicht nur auf einer Oxydasenwirkung beruhen (vgl. LINDEBERG 
1955, Lypg u. ZrecnEr 1959, PHarr 1959). Bei der Spaltung der Ather- 
bindungen ist an eine Beteiligung von Hydrolasen zu denken. Wo und 
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wann die Oxydasen im Verlaufe des Abbaues einwirken, ist nicht bekannt. 
Es ist denkbar, daB Laccase und Peroxydase, dieselben Enzyme, welche 
die Dehydrierungspolymerisation beim Ligninaufbau einleiten, auch den 
gegenliufigen ProzeS einer Depolymerisation beim Abbau katalysieren. 
Dieser Vorgang konnte aber allenfalls wieder bis zu monomeren Ein- 
heiten fiihren. Uber eine oxydative Spaltung der C-C-Bindung aroma- 
tischer Ringe unter der Wirkung der beiden Fermente wurde, soweit 
bekannt, bisher noch nicht berichtet. Falls der Ligninabbau durch Weif- 
fiulepilze tiberhaupt soweit voranschreitet, mu die Beteiligung weiterer, 
ringspaltender Fermente angenommen werden. Uber den Abbau aroma- 
tischer Verbindungen durch Bakterien liegt eine ganze Reihe von 
Arbeiten vor (Kimpy 1948, Parr, Evans u. Evans 1949, STaniER u. 
InaRAHAM 1954, MacDonaLp, STANIER u. INGRAHAM 1954, SISTROM u. 
SranterR 1954, WIELAND, Griss u. Haccrus 1958). Auch fiir Aspergillus 
niger wurden solche Abbauprozesse nachgewiesen (FRIEDRICH 1956). 
Uber die Verwertung von Lignanen durch Mikroorganismen berichten 
KonetzKa, PELczaAR u. GoTTLieB (1952) sowie TABAK, CHAMBERS u. 
KasiER (1959). Ubereinstimmend wird in verschiedenen dieser Ver- 
6ffentlichungen ein Abbauweg aromatischer Verbindungen angegeben, 
der iiber o-Benzochinon-Derivate zu /-Ketoadipinsaure als erster ali- 
phatischer Stufe fiihrt. Nicht ganz aus der Diskussion auszuschlieBen 
ware moglicherweise ein der ,,Aromatisierung‘‘ gegenlaéufiger Abbau- 
prozeB. Weder fiir den einen noch fiir den anderen Vorgang finden sich 
aber bisher Angaben in der sparlichen Literatur iiber Versuche zum Ab- 
bau von Ligninmodellsubstanzen durch Basidiomyceten (vel. Fan- 
RAEUS 1949) und iiber Lignin-Abbauversuche mit Fermentpraiparaten 
dieser Pilze. 


Aus der hier angestellten Betrachtung iiber die am mikrobiologischen 
Abbau des Lignins beteiligten Fermente ergibt sich auch eine Erkla- 
rungsmoglichkeit fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der enzymatischen 
Abbauversuche an isoliertem Lignin (siehe 8. 75). Soweit hierzu hoch- 
gereinigte Oxydasenpriparate verwendet wurden, kann der Abbau- 
prozeB nach der oben dargelegten Auffassung allenfalls zu einem Gleich- 
gewicht des oxydativen Abbaues und der Polymerisation fiihren, da der 
weitere Abbau durch die Entfernung anderer notwendiger Ferment- 
systeme blockiert ist. Die positiven Befunde bei solchen Versuchen lassen 
umgekehrt darauf schlieBen, daB in diesen Fallen eine ,, Verunreinigung “‘ 
durch weitere Fermente vorlag, die zwar nicht beabsichtigt, aber wir- 
kungsvoll war. 


Entsprechende Gesichtspunkte ergeben sich fiir den maiBigen Abbau 
isolierter Ligninpraparate durch WeiBfaulepilze in Kultur. Gewisse 
Bestandteile des Nahrsubstrates wie z.B. Schwermetallionen kénnten 
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eine Hemmung weiterer Fermentsysteme bewirken, die auBer den Oxy- 
dasen am Ligninabbau beteiligt sind. 

Es bleibt noch die Méglichkeit zu diskutieren, da8 der Abbau des 
Lignins insgesamt als ein energieverbrauchender ProzeB zu betrachten ist, 
der nur ablaufen kann, wenn gleichzeitig, wie im Holz, besser verwertbare, 
energieliefernde Kohlenstoffquellen vorhanden sind (vgl. CaRTWRIGHT u. 
Finpiay 1946; Norp u. pm Stevens 1958). Diese Auffassung hat sehr 
viel Wahrscheinlichkeit fiir sich. Brauns-Lignin stellt nach FreupEn- 
BERG (1955) nur eine niedermolekulare Fraktion des Gesamtlignins dar, 
die Lignane enthalt. Die Nutzung dieser wahrscheinlich auch in hoch- 
gereinigten Ligninpraparaten noch enthaltenen Substanzen durch 
Weibfaulepilze mit oder ohne Adaptation wiirde alle bisherigen Angaben 
tiber die in keinem Falle ausgesprochen gute Mycelentwicklung mit 
Brauns-Lignin als alleiniger Kohlenstoffquelle erkliren. Samtliche Er- 
gebnisse mit Phenollignin sind aus mehrfach erwahnten Griinden vor- 
sichtig zu beurteilen. Abbauversuche mit Bjérkman-Lignin kénnten 
moglicherweise weitere Aufschliisse ergeben. Eine endgiiltige Entschei- 
dung iiber die Nutzung isolierter Ligninpraparate durch Weibfaulepilze 
wird erst dann gefallt werden kénnen, wenn auch die Konstitution des 
Lignins aufgeklart ist und keine Zweifel tiber die Identitat des zu Abbau- 
versuchen verwendeten Praparates mit dem natiirlichen Lignin mehr 
bestehen. 


Zusammenfassung 


1. Nach den Ergebnissen der Ligninabbauversuche ist Merulius 
lacrymans als typischer Braunfaulepilz entgegen den Angaben von 
Fiscuer (1953) nicht befaihigt, Phenollignin als alleinige Kohlenstoff- 
quelle zu nutzen. Brauns-Lignin und Phenollignin werden von Braun- 
faulepilzen nicht angegriffen und von WeiSfaulepilzen nur in geringem 
AusmaB verwertet. 

2. Die Mycelextrakte aller gepriiften Braunfaulepilze (Merulius lacry- 
mans, M. silvester, Coniophora cerebella, Poria vaporaria) oxydierten 
Guajacol. Das Aktivitatsmaximum war unter den angewandten Kultur- 
bedingungen bei den Merulius-Arten und bei Coniophora cerebella nach 
2—3 Wochen erreicht. Das Optimum der Reaktion lag bei Werten um 
pu 3. Poria vaporaria setzte mit der Aktivitat spaéter ein und zeigte ins- 
gesamt schwachere Reaktionen als die anderen Arten, aber ebenfalls mit 
tiefem py-Optimum. 

3. Mycelextrakte alterer Kulturen von Merulius lacrymans und M. 
silvester ergaben eine weitere Reaktion mit Guajacol, deren Optimum bei 
pu 7 lag. Die Ergebnisse von Vergleichsuntersuchungen mit reiner Pilz- 
tyrosinase zeigten, daB die Oxydation von Guajacol in diesem pu-Bereich 
auf Tyrosinase-Wirkung beruht. 
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4. Mit p-Kresol ergaben die Mycelextrakte von Coniophora cerebella 
eine Fallungsreaktion. Das Optimum lag bei po 3—4. Tyrosinase-Aktivi- 
tat gegeniiber p-Kresol mit Optimum bei px 7 lieB sich eindeutig nur fiir 
die beiden Merulius-Arten nachweisen. 


5. Die Reaktionen der Mycelextrakte aller gepriiften Braunfaule-Arten 
mit Hydrochinon weisen ebenfalls auf eine Fermentaktivitaét mit einem 
Optimum im Bereich von py 3—4 hin. 


6. Diese Ergebnisse sprechen fiir ein Laccase-artiges Endoferment im 
Mycel von Braunfaulepilzen, das zusammen mit Tyrosinase auftreten 
kann. 


7. Die Fehlerquellen bei Abbauversuchen mit isoliertem Lignin und 
die eventuell auf den Lignananteil beschrankte Nutzung von Brauns- 
Lignin durch WeiBfaulepilze, ferner die Beteiligung verschiedener Fer- 
mentsysteme am Ligninabbau sowie die Méglichkeit einer oxydativen 
Veranderung des Lignins bei der Braunfaule werden diskutiert. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. HANS KUHLWEIN, danke ich 
fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir die stete Férderung bei ihrer Durchfiih- 
rung. 

Das Landesgewerbeamt Baden-Wiirttemberg hat die Untersuchungen finanziell 


unterstiitzt, wofiir an dieser Stelle unser besonderer Dank zum Ausdruck gebracht 
wird. 
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In 1950 Buancnarp et al. noted that suspensions of Lactobacillus 
arabinosus (plantarum) 17-5 which had been grown in a biotin-deficient 
medium could only synthesize meager amounts of its inducible malic 
enzyme. The addition of biotin to the induction mixture restored ability 
to synthesize malic enzyme by the deficient cells. Because biotin had not 
been found to be a physical part of the enzyme (OcHoa et al. 1947), 
it was suggested that biotin was involved in the synthesis of the enzyme 
rather than in its function. While it was further suggested that the biotin 
effect was unique (BLANCHARD et al. 1950), this seemed unlikely. As 
L. plantarum requires, exogenously, 6 other vitamins in addition to 
biotin, the effect of vitamin deficiencies on subsequent malic enzyme 
synthesis could be easily studied. 

One would suppose that vitamin-deficient cells would show impaired 
ability to synthesize malic enzyme, which indeed was found in some 
cases, but a deficiency of p-aminobenzoic acid (PAB) enhanced the 
ability to form malic enzyme. This unusual phenomenon is detailed here. 


Methods 


The organism used for these experiments was Lactobacillus plantarum 17-5, 
ATCC 8014. Stock cultures were kept as stabs in a medium composed of yeast 
extract, 1.0°/,; glucose, 1.0°/,; and agar, 1.5°/). Inocula for experimental cultures 
were grown in the medium minus the agar. One drop of an 18 hour culture was 
used to inoculate 100 ml of experimental culture. 

Nutritionally deficient cells were prepared by growing L. plantarum in a modified 
Wricut and Sxreaas (1944) medium with either biotin, thiamine, nicotinic acid, 
pyridoxine, riboflavin, pantothenate, PAB, adenine, guanine, or uracil limiting. 

After cells were grown for 15—18 hours at 36° C., they were harvested by cen- 
trifugation, washed with distilled water and resuspended in distilled water. The 


* Present addresses: Haskins Laboratories, 305 East 43 Street, New York 17, 
N. Y.; Dept. of Biological Sciences, Goucher College, Towson 4, Md. 

** T thank Professor W. W. Umsrerr for his continued interest during these 
studies and Park-Davis, Inc. and Smith, Kline and French respectively for 
chloramphenicol and chlorpromazine. 
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suspension was adjusted so that a 1: 10 dilution had an optical density of 0.4 when 
measured in a Klett-Summerson colorimeter equipped a No. 42 (420 my.) filter. 

Amount of malic enzyme synthesized was assessed manometrically by CO, 
evolution from the decarboxylation of malic acid, a method previously outlined 
(BLANCHARD et al. 1950). For these manometric measurements, each Warburg 
vessel contained: 0.4 ml of the growth medium minus all vitamins and nucleic acid 
derivatives; 1.2 ml of 0.04 M PO, buffer, px 5.6; MnCl, (6.0 «M); MgSO, 7H,O 
(6.0 uM); pL-malate (0.23 mM); and in the side arm, 0.3 ml of cell suspension. The 
final volume was 3.0 ml. When desired, 50 »g supplements of individual vitamins 
were added. That is, cells were grown in the absence of malic acid (which induces 
the formation of malic enzyme), the washed cells then were placed in the Warburg 
vessels and supplied with the medium noted (which allows synthesis of malic 
enzyme but not cell replication). 


Results 


Cells deficient in either biotin, nicotinic acid, or thiamine only syn- 
thesized meager amounts of malic enzyme. A marked improvement of 
enzyme synthesis occurred when the deficient vitamin was included in 
the Warburg-incubation mixture. Results with pyridoxine-deficient 
cells were similar, although improvement of enzyme synthesis upon 
addition of pyridoxine was not as good. Cells deficient in riboflavin had 
an impairment in ability to synthesize malic enzyme which was not 
relieved by the addition of riboflavin. Results with pantothenate-defi- 
cient cells were not as clear: sometimes there was a slight reduction and 
at other times a slight stimulation of ability to synthesize malic enzyme. 


The effect of PAB-deficiency was strikingly different: deficient cells 
synthesized more malic enzyme than did normal cells (Fig.1). This 
unusual system was studied further. 


Removal of PAB from the growth medium (without further supple- 
mentation) could produce two effects: 1. Those due to the physical 
absence of PAB and 2. Those of nutritional deficiency due to an incom- 
plete medium. The second effect was obviated by adding pt-methionine 
(0.01°/,) and thymidine (0.002°/,) to the growth medium which lacked 
PAB. Thus cells were obtained which were grown in the absence of PAB 
but which grew as luxuriently as did normal cells. Cells grown in such 
a “PAB-bypass” medium were tested for ability to synthesize malic 
enzyme in an experiment which paralleled the one illustrated in Fig. 1. 
Both the PAB-bypassed and normal cells (grown with PAB) behaved 
identically. Hence, it was unlikely that the action of PAB was due to 
mere physical presence or absence. 


If, however, a PAB-deficiency caused an intracellular build-up of 
sub-threshold amounts of building blocks for enzyme synthesis, an 
increased rate of malic enzyme synthesis would result when adequate 
amounts of inducer were added. One could support this hypothesis if an 
inhibitor of protein synthesis would inhibit the synthesis of malic enzyme 
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by normal cells more than synthesis by PAB-deficient cells: the inhibitor 
would have less opportunity to inhibit a partially fabricated protein. 

In the illustrated experiment, synthesis of malic enzyme by normal 
cells was 90°/)-inhibited by 10 wg. chloramphenicol (per Warburg vessel) 
but synthesis by PAB-de- 
ficient organisms was only PAB deficient 
60°/)-inhibited (Fig. 2). This 500\---- 
decreased inhibition of malic 
enzyme synthesis by deficient BL 
cells supports the idea that 
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Fig.1. Effect of PAB-deficiency during growth on the ability of suspensions of L. plantarum to 
gy nthesize malic enzyme. Curves represent: normal cells x x, PAB-deficient cells 0 ° 


Fig. 2. Effect of chloramphenicol and CPZ on synthesis of malic enzyme. Curves represent: uninhibited, 


normal cells o-—--o; uninhibited, PAB-deficient cells @ ©; normal + chloramphenicol 
(0.01 mg./Warburg vessel) 4--—-4; PAB-deficient + chloramphenicol 4 4; normal 
+ CPZ (1. uM./Warburg vessel) o--—-0; PAB-deficient + CPZ ¢ e. Arrows point to 


changes which occur with deficiency 


the malic enzyme was at least partially fabricated at the time of 
chloramphenicol addition. 

Another inhibitor, chlorpromazine (CPZ), was also used to differentiate. 
synthesis of malic enzyme by normal cells from malic enzyme synthesis 
by PAB-deficient cells. The effects of graded amounts of CPZ on synthesis 
of malic enzyme by normal and PAB-deficient organisms show that this 
compound is more inhibitive to enzyme synthesis by PAB-deficient cells 
than by normal cells (Fig.2). Once more, cells grown in a PAB-bypass 


medium acted as did normal cells. Comparison of chloramphenicol and 
8* 
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GPZ-inhibition curves obtained during synthesis of malic enzyme, by 
either normal or PAB-deficient cells, show that deficiencies could be 
characterized not only by differences in amount of malic enzyme syn- 
thesized but also by the ratio CPZ: chloramphenicol inhibition (Fig. 2). 
A “normal-type” inhibition is one in which chloramphenicol (10 g./ 
Warburg vessel) is more inhibitive than is CPZ (1.0 “M./Warburg vessel) ; 
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Fig.3. Effect of CPZ on synthesis of malic enzyme by normal and PAB-deficient cells. Curves repre- 
sent: no further additions 9 0; CPZ (1. uM./Warburg vessel) oiced at zero time x Seis 
CPZ + DPN (1. «M./Warburg vessel) 4 


a ‘‘deficient-type” inhibition pattern is one in which CPZ is more inhibi- 
tive than chloramphenicol (Fig.2). Cells grown with enough PAB to 
provide approximately half maximal growth were intermediate also with 
respect to inhibition by CPZ and chloramphenicol during synthesis of 
malic enzyme. 

Even though 1. uM. CPZ inhibits 70°/, of malic enzyme formation by 
PAB-deficient cells and only 33°/, of malic enzyme formation by normal 
cells, the addition of 1.4M. DPN returns enzyme synthesis to within 
25°/) of the uninhibited value in both cases (Fig.3). 

The effects of deficiencies of the three exogenously required nucleic 
acid derivatives (adenine, guanine, and uracil) were compared to the 
normal and PAB-deficient patterns with respect to: 1. enhancement of 
enzyme synthesis and 2. pattern of chloramphenicol and CPZ inhibition. 
All three deficiencies were accompanied by at least some enhancement 
of malic enzyme synthesis and showed the PAB-deficient-type inhibition 
pattern. The adenine-deficient cells were selected for further experiments. 

When malic enzyme synthesis by adenine-deficient cells is plotted 
(Fig.4), it is evident that the PAB-type pattern is followed. The 
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adenine-deficient cells differ from the PAB-deficient cells in that the 
pattern of the adenine-deficient cells may be transposed from the PAB- 
deficient pattern to the normal-pattern by adding adenine (0.1 mg.) at 
zero time of the induction period (Fig.4): both the total amount of 
enzyme synthesized and the 
degree of inhibition change 


towards the normal pattern. Oe 
panpEn l No additions 
Ms / 
Discussion 500\--- 6 


The experiments with single 
deficiencies of each of the 7 
exogenously-required vitamins 
emphasize that any cellular | 
function which involves a 0 #0 
multi-component system, e.g. 
protein synthesis in intact 200} 
cells, owes its proper function 
to a normally integrated or 
synchronized metabolism. 
Even a single break in this 
integration disorganizes this /00----| 
network. The enhanced, rather 
than reduced, synthesis of the 


malicencyme by PAB-deficient 0 3 “ 60 75 min $0 


cells demonstrates that one  Fig.4. Effect of chloramphenicol and CPZ on synthesis 
of malic enzyme by adenine-deficient cells. Curves 
should not always expect @ represent: no further additions -o 


reduction of function when a (0.1mg./Warburg vessel) added at zero time "———B®: 


Added adenine 


500\—- 


io 


oO; adenine 


: : 2 Chloramphenicol (0.01 mg./Warburg vessel) added 
deficiency 18 imposed: one at zero time 4———A; adenine + chloramphenicol 
a——-—4; CPZ (1. 4M./Warburg vessel) added at 


should only expect change 
from the norm. 

The reduced amount of chloramphenicol-inhibition of malic enzyme 
synthesis by PAB-deficient cells indicates that less new protein is syn- 
thesized from amino acids by these deficient cells after the addition of 
inducer: the additional protein is already partially synthesized at the 
time of addition of inducer. The difference in degree of inhibition of 
protein synthesis by normal and by PAB-deficient cells makes it desi- 
rable to consider de novo protein synthesis, at least in intact cells. While 
it is true that normal cells do synthesize new protein directly from amino 
acids, and not from already existing cell protein (SPIEGELMAN and. Hat- 
VORSON 1953), this explanation may not hold for PAB-deficient L. plan- 
tarum. In at least this case, there seems to be utilization of a partially- 
fabricated “‘protein’”’ or peptide formed prior to the addition of inducer. 
As these partially-preformed units are not functionally active malic 


zero time © ©;adenine + CPZ e 
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enzyme, they do not affect estimations of the basal level of malic enzyme 
present before addition of exogenous inducer. 

The ease with which the pattern of malic enzyme synthesis by adenine- 
deficient cells may be changed to one which resembles normal cells 
(Fig.4), by the addition of adenine at zero time of the induction period, 
tempts one to suspect that, here, adenine may surpress the utilization of 
the partially formed fragments. Thus the fragments become unavailable 
for use in further protein synthesis and the cells depend upon syn- 
thesis of the new enzyme from amino acids (as is the case for normal 
cells). 

It has been suggested (but no experimental evidence offered) that the 
activity of CPZ probably depends upon its ability to act as a non- 
specific electron donor (KARRIMAN et al. 1959). Because the decarboxy- 
lation of malate by L. plantarum requires DPN (KorKxes and OcHoA 
1948), a non-specific electron donor which reduces DPN before it could 
be used for this reaction could also be detected as an enzyme inhibitor. 
The addition of exogenous DPN should reverse this inhibition. This is 
indeed the case with CPZ-inhibition of malic enzyme (Fig.3). The fact 
that 1. w.M. CPZ causes lesions of greater magnitude in PAB-deficient 
cells than in normal cells points to the possibility that the DPN-site is 
more accessible in the PAB-deficient cells. The possibility that there are 
a larger number of sensitive sites in the deficient cells than in the normal 
cells is unlikely because of the similar stiochiometry: 1. uM. DPN 
returns enzyme synthesis, in the presence of CPZ, to 75°/, of the uninhi- 
bited level for both normal and deficient cells. Whether the enzyme 
proteins from the normal and deficient cells are different in physical 
characteristics awaits proof. 


Summary 

The reduction of synthesis of the inducible malic enzyme by cell 
suspensions of biotin-deficient Lactobacillus plantarum 17-5 is also 
shared by cells deficient in nicotinic acid, thiamine, and pyridoxine. 
Addition of the deficient vitamin at the start of enzyme synthesis increa- 
ses the amount of enzyme formed. 

Suspensions of riboflavin-deficient cells also synthesize a reduced 
amount of enzyme but addition of riboflavin does not increase enzyme 
synthesis. Suspensions of pantothenate-deficient cells either show a 
small reduction or a small stimulation of malic enzyme synthesis. Suspen- 
sions of p-amino benzoic acid (PAB)-deficient cells synthesize greater 
than normal amounts of malic enzyme. 

A more detailed comparison of differences between malic enzyme 
synthesis by normal and by PAB-deficient cells show that chlorampheni- 
col is more inhibitive to enzyme synthesis by normal cells and that chlor- 
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promazine is more inhibitive to enzyme synthesis by PAB-deficient cells. 
Possible explanations of the results with inhibitors are discussed. 

Cells deficient in adenine, act similarly to PAB-deficient cells with 
respect to amount of enzyme synthesized and effect of inhibitors. The 
amount of enzyme synthesized and the effect of inhibitors on the adenine- 
deficient cells is changed to a pattern resembling that of normal cells 
when adenine is added at the beginning of enzyme synthesis. An inter- 
pretation of these results is offered. 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe 


Uber die Stoffausscheidung bei Pilzen. I* 


Von 
EWALD SPRECHER 


(Eingegangen am 16. September 1960) 


Die Diskussion um eine iibersichtliche, den verschiedenen Gegeben- 
heiten Rechnung tragende Einteilung der pflanzlichen Stoffausscheidun- 
gen ist auch nach der Schaffung des umfassenden Systems von FREY- 
Wysstine (1935) nicht verstummt (PAancH 1950; Kisser 1958). Es 
erscheint daher wiinschenswert, einmal die gemeinsamen Grundlagen 
aller pflanzlichen Stoffausscheidungen aufzuzeigen, um eine Ubersicht 
iiber dieses verwickelte Problem zu gewinnen. Dazu miiBten die ver- 
schiedenen Méglichkeiten auf breiter Basis an ein und demselben, relativ 
einfachen Zelltyp untersucht werden kénnen. Diese Gegebenheiten 
werden in idealer Weise bei den landbewohnenden Pilzen realisiert. Sie 
besitzen nur geringe Variationsméglichkeiten des Zelltyps und eine 
primitive Organisation, weisen aber bereits eine deutliche Differenzierung 
in ein eng mit dem Nahrmedium verbundenes Substratmycel und ein 
aus diesem herausragendes Oberflichenmycel auf. 

Ziel dieser Arbeit ist es, Ausscheidung und spateres Schicksal ver- 
schiedener Stoffwechselprodukte bei Pilzen im Laufe der Entwicklung 
unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen und dabei Vergleiche 
zu ziehen zwischen den Befunden an Substrat- und Oberflichenmycel. 

Um trotz der Menge des zu verarbeitenden Materials eine gewisse 
Ubersichtlichkeit zu bewahren, werden die primiren und sekundiren 
Stoffe (PaArcH 1950) getrennt behandelt. 

In der vorliegenden Arbeit sollen zunichst die Ergebnisse der Unter- 
suchung tiber die Ausscheidung primirer Stoffwechselprodukte an zwei 
nahe verwandten Ascomyceten und einem physiologisch und biochemisch 
davon sehr verschiedenen Basidiomyceten mitgeteilt werden. Es handelt 
sich dabei um Hndoconidiophora virescens Davids. (End. vir.) und Endo- 
conidiophora (Ceratocystis) coerulescens (Miinch) Bakshi (Cer. coer.) 
sowie um Lentinus lepideus L. (Lent. lep.). 


I. Material und Methodik 


1. Verwendete Pilze und Kulturmethoden 


Sie sind bereits in friiheren Arbeiten angegeben (SPRECHER 1959a, b). Ab- 
dinderungen dieser Methoden fiir spezielle Zwecke oder zusitzliche Neueinfiihrungen 
werden an den betreffenden Stellen kurz beschrieben. 


--* Habilitationsschrift (gekiirzt) der Fakultaét fiir Natur- und Geisteswissen- 
schaften, Technische Hochschule, Karlsruhe. Teil I. 
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2. Messungen der relativen Luftfeuchtigkeit 


Hierzu stand ein Feuchtegehaltsmesser ,,Lufft‘’ Nr. 4 F/100 zur Verfiigung. 
Zur Herstellung einer bestimmten relativen Luftfeuchtigkeit in den KulturgefaBen 
wurde die von WatrsER (1931) angewendete Methode abgewandelt. Vor allem 
muBte fiir die oft erheblich lange Versuchsdauer eine ausreichende Luftzufuhr 
gesichert werden. Nach einigen Vorversuchen wurden die Versuchsreihen im 
wesentlichen unter folgenden Bedingungen angesetzt: 

1. In vierteiligen Petrischalen (SpREcHER 1959b) wurde ein Teil mit Malzagar 
beschickt, beimpft und nach Bildung einer den Nahrboden fast bedeckenden 
Myceldecke in die restlichen Teile dest. Wasser oder Salzlésungen. gegeben. 2. Auf 
die gleiche Weise vorbereitete Petrischalen wurden in weiteren Versuchen in groBen 
Petrischalen auf eingelegten Glasstiben iiber einer Lésung gehalten, die der Fiillung 
der vierteiligen Schalen entsprach. 


Tabelle 1. Zur Herstellung bestimmter relativer Luftfeuchtigheit verwendete Salze 
und Wasserverlust aus dem ,,offenen System“ der 1. Versuchsanordnung 


Verwendetes Salz | Dest. H.O K,S0O, KH,PO, KNO, KCl NaCl 
Relative Luft- 
feuchtigkeit 
uber der gesat- 
tigten Lésung 
bei 25° C 100°/, DOUG Oe, 93°), 85°/, 76°/o 
Durchschnitt- 
licher Wasser- 
verlust der 
Schale nach 
10 Tagen 5,5 g 4,7 ¢ 4,3 2 3,6 2g 3,2 ¢ 2,9 g 
Aussehen des 
Nahrbodens unver- | ganz geringe Schrump- | zum Teil! Trocken- 
andert | geringe fung kleine risse 
Schrump- Trocken- 
| fung | risse 


In beiden Fallen wurde die Temperatur konstant auf 25° C gehalten. Um trotz 
des Dampfdruckunterschieds zwischen Nahrboden und Salzlésung und des Wasser- 
verlusts nach auBen eine gewisse Konstanz der relativen Luftfeuchtigkeit iiber der 
Sole zu erhalten, wurden im Gegensatz zu WALTER gesattigte Salzlésungen beniitzt. 
Diese kénnen durch Liésen oder Auskristallisieren der Salze einen Teil der zu er- 
wartenden Konzentrationsinderungen abfangen. 

Die verwendeten Salze (Tab.1) wurden nach der gewiinschten relativen Luft- 
feuchtigkeit tiber der Oberflache ihrer gesattigten Lésungen ausgewahlt. Diese 
selbst wurde mit Hilfe einer Tabelle nach THorNTHWaITE (1956) und nach Lan- 
DOLDT-BORNSTEIN (1953) errechnet. 

In einem derartig offenen System, wie es besonders in den vierteiligen Schalen 
ohne weiteren Verdunstungsschutz gegeben ist, kann natiirlich eine exakte Ein- 
haltung der errechneten relativen Luftfeuchtigkeit nicht erwartet werden. Ks 
wurden daher Kontrollversuche unter vélligem Abschlu8 durchgefiihrt. Dabei 
wurde die groBe Petrischale der 2. Versuchsanordnung so verwendet, dali deren 
kleinere Unterseite nach oben abschloB und dabei selbst in die Sole im iibergreifen- 
den ,,Deckel‘ eintauchte. Die Ergebnisse waren prinzipiell von den nach Ver- 
suchsanordnung 1 oder 2 gewonnenen nicht verschieden, nur der zeitliche Ablauf 
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war — vor allem bei der ersten Anordnung — etwas beschleunigt und gering nach 
den Bedingungen der niedrigeren relativen Luftfeuchtigkeit hin verschoben. Die 
auf diese Weise erhaltenen Ergebnisse wurden somit zwar nur teilweise unter 
genauer Hinhaltung der angegebenen relativen Luftfeuchtigkeit gewonnen, doch 
erwies sich selbst die Versuchsanordnung ohne Verdunstungsschutz fiir eine 
orientierende Untersuchung als vollig hinreichend. 


Um auch fiir diese einige quantitative Beziehungen zu ermitteln, wurde der 
Wasserverlust der unbeimpften Schalen nach der kritischen Versuchsdauer von 
10 Tagen bestimmt. Die Durchschnittswerte aus mehreren Versuchen (Tab. 1) er- 
gaben fiir die Versuchsdauer, je nach Salzlésung, einen Wasserverlust zwischen 
7 und 13°/,. NaturgemaB waren sie durch die unterschiedlich dicht schlieBenden 
Schalen teilweise betrachtlichen Schwankungen ausgesetzt (Schwankungsbreite 
des prozentualen Wasserverlusts bis 4°/,). 


Der Malzagar ohne Zusatz einer Salzlésung verlor unter obigen Bedingungen 
durchschnittlich 3,4 g Wasser. Damit laBt sich dieses System in Tab.1 etwa 
zwischen KNO, und KCl einordnen. 


Die sonst bei Versuchen dieser Art wesentliche Verdiinnung der Sole durch 
Wasseraufnahme aus der Kultur (ScHwarrz u. Karss 1933) fallt unter den ge- 
wahlten Bedingungen kaum ins Gewicht, da das Verhaltnis des vom Agar ab- 
gegebenen Wassers zu dem Wasser in der Sole sicher kleiner als 1: 6 ist. Dagegen 
wird iiber die Veranderungen, die der wachsende Pilz in dem angestrebten Gleich- 
gewicht der relativen Luftfeuchtigkeit iiber Nahrboden und Salzlésung hervorruft, 
noch zu sprechen sein. 


Das Anwachsen der Pilze nach dem Beimpfen wurde bewuBt bei héherer Luft- 
feuchtigkeit vorgenommen, da nicht die Keimfaihigkeit oder die Entwicklungs- 
moglichkeiten, sondern die Guttation — nach Einstellung der gewiinschten Luft- 
feuchtigkeit — beobachtet werden sollte. 

Fiir die Untersuchung der zum Wachstum notwendigen Luftfeuchtigkeit 
wurden unter derselben Versuchsanordnung die Nahrbéden erst nach 12 Tagen 
beimpft. Nach diesem Zeitpunkt hatte sich im allgemeinen ein Gleichgewicht 
zwischen den Dampfspannungen an der Oberflaiche des Nahrbodens einerseits und 
liber der Sole andererseits eingestellt. 


3. M yceltrockengewichtsbestimmungen 


Das mehrfach gewaschene Mycel wurde im Trockenschrank bei 60° C bis zu 
einer Gewichtskonstanz von +- 1 mg getrocknet. 


4, Messung des p,-Wertes mittels Beckmann-py-meter H, 


Die Nahrlésungen werden auf py 5,0 + 0,1 eingestellt. 


5. Nachweis von Exkretstoffen 


Der chromatographische Nachweis der Aminosiuren, Zucker und Sauren er- 
folgte wie bereits angegeben (SpRECHER 1959a), die «-Ketosiuren wurden nach 
JONES u. a. (1953) sowie als 2,4-Dinitrophenylhydrazone nach den Methoden von 
CAVALLINI u. a. (1949) und EpprRHaRDT (1956) ermittelt. 

Die semiquantitative Auswertung der Chromatogramme wurde wie friiher 
(SpRECHER 1959a) durchgefiihrt. Die in den Tabellen angegebenen Zahlen sind 
somit Relativwerte. 


Die ermittelten Verbindungen wurden qualitativ und quantitativ mit den 
authentischen Substanzen verglichen. 
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6. Untersuchungen mit Hemmstoffen 


Die Hemmstoffe wurden vor der Beimpfung in den folgenden Konzentrationen 
Normalnahrlésungen (SpREcHER 1959, 1960) zugesetzt. 


eo eeeeeeeSSSSSSSSSSSSSSSSMFMMMssese 


Verwendete 
mittlere mg Hemmstoff in 
molare 100 ml Nihrlisung 
Konzentration 

Arsentrioxyd (As,0.) 10-* M 0,2 1,0 2,0 4,0 
Arsenpentoxyd (As,0;) 10-- M 2,3 | 12,5 23,0 
2.4-Dinitrophenol (DNP) 10-4 M 0,02 | 0,2 2,0 
Diphenylamin (DPA) 10-4 M 0,45 | 2,25 4,5 9,0 
Fluoressigsiure (CH,F + COOH) 10-3 M 0,6 6,0 30,0 | 60,0 
Kaliumcyanid (KCN) 10-3? M 0;65 13,25 6Hierls.0 
Natriumfluorid (NaF) 10-4 M 0,04 | 0,2 0,4 0,8 


7. Farbstoffwanderung 


Zur Kennzeichnung des Wasserweges an lebenden Mycelien dienten vor allem 
Na-Fluorescein 1: 10000 und Berberinsulfat 1: 1000. Bei den ausgetrockneten 
Mycelien und Stipuli von Lent. lep. wurden fiir beide Farbstoffe Lésungen 1: 100 
verwendet. Die Farbstoffe wurden entweder bereits vor der Beimpfung dem Nahr- 
substrat oder in anderen Versuchen ausgewachsenen Kulturen zugesetzt. Die 
Untersuchung erfolgte im UV-Licht mit Hilfe einer Lupe oder mit dem Fluorescenz- 
Mikroskop (Reichert) an Handschnitten. Fir die Farbstoffwanderung tiber weitere 
Strecken wurden vierteilige Petrischalen (SPRECHER 1959b) verwendet. 


IL. Ergebnisse 


I. Die Ausscheidung von Stoffen, die zum primdren Bau- und 
Betriebsmaterial gehéren 
A. Ausscheidung in das Substrat 

Die Eigenschaft der Pilze, nicht nur durch den Verbrauch assimilier- 
barer Stoffe, sondern auch durch Ausscheiden von Verbindungen und 
Enzymen ihr Substrat zu verandern, ist schon lange bekannt und wird 
auch vielfach technisch beniitzt (PREscoTT u. Dunn 1959). Sieht man 
jedoch von wirtschaftlich genutzten oder aus bestimmten Griinden 
wissenschaftlich interessanten Stoffen ab, fehlt es an Untersuchungen, 
die das Phanomen der Ausscheidungen verschiedener Stoffklassen 
systematisch bearbeiten und in Beziechung zum Entwicklungsalter der 
Pilze setzen. 

Relativ wenig beachtet wurden bisher die Verinderungen der Nahr- 
lésung durch Kationenaufnahme. In neuerer Zeit konnten GLADTKE u. 
BrRUCKER (1958) an Phycomyces nachweisen, daB die pu-Anderungen des 
Nahrsubstrates nur zu einem geringen Bruchteil auf Ausscheidung von 
Sauren und anderen Substanzen zuriickzufiihren sind, und die Aufnahme 
der Kationen der Hauptgrund der py-Schwankungen ist. Bei den drei 
untersuchten Pilzen wurden ahnliche Verhiltnisse festgestellt, das 


118 EWALD SPRECHER: 


Problem jedoch quantitativ nicht weiter verfolgt, da es nicht zum eigent- 
lichen Ziel der Arbeit gehorte. 

Die Ausscheidung von Verbindungen, die Ausgangs- oder Zwischen- 
produkte des Zellstoffwechsels sind, wurden in ihrer vollen Bedeutung 
fiir Okologie und Soziologie erst in neuerer Zeit wirklich erkannt. Man 
kann dieser Erscheinung jedoch nur dann wirklich gerecht werden, wenn 
man sie zunichst als Stoffwechselvorgang der einzelnen Zelle wertet. 

Es ergibt sich dabei die Frage, ob Zusammenhiinge bestehen zwischen 
den sogenannten ,,pools‘‘ dieser Stoffe in der Zelle und ihrem Auftreten 
im Substrat, und ob es sich bei der Ausscheidung um einen aktiven oder 
passiven ProzeB handelt, bzw. inwieweit dieser zu beeinflussen ist. 
Fernerhin besteht die Méglichkeit, daB diese sogenannten primaren 


Tabelle 2. Verdnderung von membranfiltriertem Substrat von 10 Tage alter End. 
vir.-Kultur auf Normalndhrlésung mit und ohne M ycel 


1. Tag 7. Tag 23. Tag 
Membranfiltriertes Asparaginsaure 2,5 
Substrat Glutaminsaiure 2 
Alanin 1 wie am 1. Tag wie am 1. Tag 
Asparagin 0,5 | 
Glycin 0,5 | 
Dasselbe Substrat mit | Glutaminsaure 3,5 
seinem Mycel, das Asparaginsaiure 2 
nach 7 Tagen ab- wie oben Alanin 1 wie am 7. Tag 
filtriert wird Valin 1 
Glyein 1 


Stoffe das Baumaterial fiir die spaiter zu behandelnden sekundaren Stoffe 
abgeben und ihre vergleichende Untersuchung damit allgemein zum Ver- 
stindnis der Exkretion beitragt. 

Zu den Stoffgruppen, die zur Lésung dieser Frage sich anbieten, 
schienen die Zucker, die Aminosdéuren und die niederen Carbonsauren 
am meisten geeignet. Da die Aminosdiuren méglicherweise nicht als 
solche, sondern zunichst als Peptide ausgeschieden und erst durch 
Ektoenzyme gespalten werden kénnen, war es von Interesse, zunichst 
in dieser Richtung Untersuchungen anzustellen. 

Als typisches Ergebnis soll hier die Untersuchung bei End. vir. 
angefiihrt werden (Tab.2). Die Verhaltnisse bei den beiden anderen 
Pilzen sind prinzipiell die gleichen. Es zeigt sich, da unter normalen 
Bedingungen Peptide in nennenswerter Menge nicht im Substrat vor- 
liegen und das Aminosiuregemisch in den in Frage kommenden Fallen 
ohne Einflu8 des Mycels im wesentlichen unverandert bleibt. 

Die Grundlage fiir das Verstiéndnis der nachfolgend geschilderten 
Stoffumsetzungen und -ausscheidungen bildet zunachst die Kenntnis des 
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,normalen Gehaltes der Mycelien an ,,freien primaren Inhaltsstoffen“. 
Seine Veranderung im Laufe der Entwicklung und der Vergleich mit den 
ausgeschiedenen Verbindungen lassen bereits Riickschliisse auf Ursache 


Tabelle 3. Freie Aminosduren, niedere Carbonsiuren und Zucker in Substrat und 
Mycel von End. vir. im Laufe der Entwicklung in N. ormalnihrlésung 


Kulturalter in Tagen 4 6 9 11 12 14 18 22 22 28 28 
pH im Substrat 4,5 | 4,6 | 4,7] 4,6] 4,6) 5,0) 5,4] 6,9] 7,4] 8,0] 8,0 
Mycelgewicht 

in mg 5) Gi47 137 | 308 | 360 | 440| 487] 453 382 318) 307 
Restglucose in °/) |90 |75 45ie 25-10; -S: 
Substrat 
Asparagin 6 5 3 2 15515055 
Asparaginsaure 1 iSong tsa aa 1 0,7 | g.S. 

Glutaminsaure OR ea nOs ie mOsDanl Oa OOM One Saeoae | tor! tp 
Alanin SxS lal OSS Sta OLDE Sete sse O50 les S. 
Glycin 8. | 0,5 
Valin S. 
Threonin Ss. 
Brenztraubensaure | 2 3 ayyay ee 4 3 patsy Jl) ak O55 4) 1 2 
Acetessigsaure 1 ACD oO, eee Dod inl ORS Lal 1 Lbs O50. hed 
a«-Ketoglutarsaure | 1 1 OVROM Oa Oo al) OFF et HB Sag vat WSS lf 982 
Oxalessigsaure SALES DAO e as. SSeS) Case Cas. 
Mycel 
Glucose Ss. Se uimOsD wed Oss al 0,5. || 3S iS S 
Fructose Sieh] es ol Sts) Sree oss lars, 

Sedoheptulose Sosa core Oso ano: 

Alanin 4 3 4 is 4. 4 4 2 2 1 0,7 

Glutaminsaure 2 1 Vs wh] 3 4 (ont 1 1-5 OFF 
Asparagin 15 e 0. AS Os: a]8 >. 

Glycin 1 else Se. O45) il) digas SS. os S. IMOR 
Valin g.S.| 0,7 | 3 4 4 5 LO OST | OFT Sees. 
Asparaginsaure g.S. 1 0 7enieal 055 e.8. 2.5.4" Sarre: 
Threonin 8. 2 2 2 1 S. ) SaaeOlo 
y-Aminobutter- 

sdure S. 1 0,7 
a-Ketoglutarsaure Ss. 1 OS uaile Ieayplbeaa 0,5 | 2 
Brenztraubensaure Ss. 1 1 1 Sal ies 
Acetessigsaure eishs || ash 1 
Bernsteinsaure 0, uleO55 UL0sbah Ss: S. S. 
Citronenséure S. 0,5 |S. S. S. 8. 
Apfelsaure S. 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 0,5 


Erklarung der Mengenangaben : 6 = groBte Menge; S. = Spur;g.8.= geringe Spur. 


und primaire Bedeutung der Ausscheidung zu (Tab.3—5). Die Tab.3 
und 4, die aus den Ergebnissen mehrerer Versuchsserien zusammen- 
gestellt sind, zeigen, daB die untersuchten Stoffe bei Cer. coer. und End. 
vir. sich grundsitzlich ahnlich verhalten. Folgende Befunde lassen sich 


als wesentlich herausstellen : 
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Glucose und Asparagin werden laufend verbraucht und verschwinden 
schlieBlich véllig aus dem Nahrmedium. Dagegen treten mit Beginn des 
Wachstums bestimmte Aminosduren und «-Ketosauren im Substrat auf. 


Tabelle 4. Freie Aminosduren, niedere Carbonsiuren und Zucker in Substrat und 
Mycel von Cer. coer. im Laufe der Entwicklung in Normalniéhrlésung 


Kulturalter in Tagen 4 6 7 10 11 14 18 21 21 28 28 
pu im Substrat 4.9 "6;3 16.5 1" 6,51) 6,2") 0,7 | O,5 19 7.2) 950) OsUlentse 
Mycelgewicht 

in mg 5 | 51 | 140) 217| 247] 303] 288 | 274} 235) 216 | 160 
Restglucose in °/, 90 | 70} 40] 36] 25) 10/¢.8. 
Substrat 
Asparagin 6 5 2 0,7} (SaaS: 
Asparaginsaure 1 0,7 | 0,5 S. | g.S. | g.8. 0,5 | S. 
Glutaminsaure g.S.| 0,5 | 0,5 S. S. | 0,5 | g.8. 1 Ss. 
Alanin OF hee 0,7 | g.S.| 0,5 | g.S. | g.S. S. Ss. 
Valin OF Wel 
Glycin 0;7_ (8; 
Threonin 0,5 | 0,5 
Brenztraubensaure | 3 3 2 3,6 | 3,5°| 3,5 | 4,5.) 4 3,0) | oo | o 
a-Ketoglutarsiure | 2 2 2.5.) 2,5 2,5 ]-2,0 1 4 350 Io Zeno 
Acetessigsaure 2 2 PAST Neh). 2,5 | 2 3 3 2 1 seal 
Oxalessigsaiure 1 1 1 1 1 8 Ns a le bal [he 
p-Hydroxyphenyl- 
brenztraubensaure Ss. Dew bo). 0,5 | 0,5 | 0,5 
M ycel 
Glucose 0,5) Ab \.2 2 OFT A Dl ee) esse 
Fructose g.S.| S. | g.S.]¢.8.]¢.8.] 92.8.) 9.8.] 258 
Sedoheptulose g.S. 0,5 | g.S. | 0,5 
Alanin Bins 4 5 5 3 2 1 1 0,5 
Glutaminsaure 1,5 | 1 2 2 2,5 | 4 L Ole Ore vied. 1 0,7 
Asparagin 1D alel 156 4) ot 0,5 
Glyein 1 1 0,5 | 2 2 1,5 190,7 ise 2D) SoalinOsD 
Valin g.S.| 0,7 | 1,6 | 5,0 | 4,5 15 1,5:),-1,0 dO Dale caalieas 
Asparaginsiure SEU OM Al 0,5 | 1 1 0,5 | g.S.| S. |g.S8.] S 
Threonin O74) 1 1 2 2 1 05/1 8S Ss. 
y-Aminobutter- 

saure 0,5 Oh OF. 
Leucin 0,5 2 S. 
Brenztraubenséure | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 1 1 2 0,5 | 1 
a-Ketoglutarsiiure See fet istie jh heigl lated De Oso eat 0,5 | 1 
Acetessigsiure Ss. 
Oxalessigsiure 8. 


Mengenangaben in Tab.4 und allen weiteren Tabellen wie in Tab.3. 


Wahrend aber die Aminoséuren etwa mit der Erschépfung der C- und 
N-haltigen Nahrstoffe durch ein Minimum gehen, trifft dies bei der Menge 
der «-Ketosduren nicht zu. Sieht man von dem zugesetzten Asparagin 
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und von dem letzten Stadium der Autolyse ab, so ist die Hauptmenge der 
Aminosaéuren immer im Mycel enthalten, die «-Ketosduren sammeln sich 
bei beiden Pilzen dagegen im wesentlichen im Substrat an. 

Im einzelnen diirfte die Asparaginsaéure im Substrat zum gréBten Teil 
aus ihrem Amid entstanden sein. Die Glutaminséure und das Alanin 
stellen jedoch mit Sicherheit Ausscheidungsprodukte dar, selbst wenn sie 
erst durch Transaminierung der ausgeschiedenen «-Ketosauren im Sub- 
strat entstanden sind. Auffallend ist, daB auBer diesen beiden Amino- 
sduren bzw. ihren entsprechenden «-Ketosdiuren wahrend der Periode 
des Mycelwachstums keine andere Aminosaure ausgeschieden wird, auch 
nicht das im Mycel teilweise am meisten vorhandene Valin. Erst mit 
einsetzender Autolyse treten noch weitere Aminosaduren im Substrat auf, 
wahrend die im Mycel befindlichen stark abnehmen, wenn die N-Zufuhr 
von aufBen aufhort. 

Die Befunde beweisen, daB die erwahnten Verbindungen im Substrat 
nicht von einer Autolyse alterer Zellen herriihren, da sonst noch Spuren 
anderer Aminosdéuren wahrend der Wachstumsperiode hatten nach- 
gewiesen werden miissen. Mindestens die x-Ketosauren sind echte Aus- 
scheidungsprodukte, wobei die Permeabilitét des Plasmas gegeniiber 
verschiedenen Verbindungen sich offensichtlich vollig unterschiedlich 
verhalt. So wird von dem angebotenen Asparagin nur sehr wenig im 
Mycel gespeichert, wahrend es vor allem bei Alanin und spater auch bei 
Valin in den Hyphen beider Pilze zu einem formlichen Anstau kommt. 
Dagegen scheint bei den x-Ketosauren, von geringen Mengen abgesehen, 
von Anfang an nur die Alternative Verbrauch oder Ausscheidung zu 
bestehen. Ihre mégliche Synthese in einer duBeren Stoffwechselregion soll 
in der Diskussion erértert werden. 

Fiir eine Analyse des Stoffwechsels lassen sich bemerkenswerte Bezie- 
hungen von Alanin und Glutaminsdure zu den ihnen entsprechenden 
«-Ketosauren feststellen. Demgegentiber wird die Oxalessigsdiure, die 
durch den Verbrauch des Asparagins reichlich zur Verfiigung stehen 
miiBte, anscheinend laufend weiterverbraucht. Der Nachweis der meisten 
Sauren des Krebscyclus macht wahrscheinlich, daB sie in diesen Kreis- 
lauf eingehen. 

Im Gegensatz zu den beiden Ascomyceten lit sich der Entwicklungs- 
ablauf bei Lent. lep. zeitlich nicht exakt reproduzieren (SPRECHER 1960). 
Die Einordnung in die folgenden Tabellen erfolgt daher bei diesem Pilz 
nach gewissen Wachstumskriterien (SPRECHER 1960). Ferner scheidet 
Lent. lep (Tab.5) viel weniger «-Ketosauren in das Substrat ab, wahrend 
sie im Mycel starker auftreten. Das relativ friihe Erscheinen von Valin 
im Substrat lat im Vergleich zu End. vir. und Cer. coer. die Méglichkeit 
offen, daB bei diesem langsam wachsenden Basidiomyceten in alteren 
Hyphen bereits eine Teilautolyse eintreten kann, wahrend das Mycel erst 
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knapp iiber die Hialfte seines Endgewichtes erreicht hat. Auffallig ist 
auch, daB im Gegensatz zu End. vir. aber aihnlich wie bei Cer. coer., die 
gebildeten Sauren mit dem py-Minimum in Beziehung stehen, wenn sie 


Tabelle 5a. Freie Aminosduren, niedere Carbonsiuren und Zucker in Mycel und 
Substrat von Lent. lep. im Laufe der Entwicklung in Normalnahrlésung 
Kulturalter: 40—98 Tage 


Dunkelkulturen 
pu im Substrat AST 4,4 | 403. 42) ea 3. 41 eS ome so 
Mycelgewicht in mg 25 |64 |93 153 | 188 | 243 | 320} 309} 303 
Restglucose in Prozent 90 |80  |60 35| 30) 20 5 
Substrat 
Asparagin 6 4,5 | 4 3351 /92,5°70 155. 
Asparaginsaure 1 1 1 1 O37 2) O-AIES: g.8.| 2.8 
Glutaminsaure OoTad One Os hel OTe ek 1 1 0,5 | g.S 
Alanin €.5. 15007 OSs O foale 2 2 15,)8055) |i 
Glycin 0,5 
Valin Bie AES Cen [yee 
Brenztraubensaure O37. AO. Saat 1 i! 1 0,7 | g.S.| 1,5 
a-Ketoglutarsiure 1 0:5 Oa 8.0.7, 0,5 
Oxalessigsiure COW Soy pea 1 1 Os 05. 0.7 0,7 
Acetessigsiure Ws es es? 10,7 120.07 a0. g.s.| 0,5 
Bernsteinsaure S. Ss. SPiea ba! E 
M ycel 
Glucose See 5 Py fe Ha HES 3 jai 1 TO Lote 
Fructose S. | 0,5 | 0,5 | g.S.| g.S.] S. 
Sedoheptulosephosphat g.S.| 0,5 | S. g.S.| S. 
Sedoheptulose Be hee Pesos Sa leS. 0,5 
Alanin O37, soni ecDs wrecO Ie z 2 2,5 | g.S. 
Glutaminsiure 0,5 | 0,5 | 1 1 1 1,5: |) 1,6 Vp LSaliges 
Asparagin Se POL Neb 21 
Valin gS. \at 2 2 2 2 2 2,5 
Asparaginsiure 2:5.180,5 510055055 110, 5s tek O, dad BOD 
Threonin g.8. 0, 5isf O55 et 0,5 
Leucin Ss. 0,5 | 0,5 | 0,5 } 0.5 
Glycin Ovo. 1 1 1,5 8. 
Brenztraubensiure 1 Seid 1 1 1 0,5, | 0,5 | 0,5 
a-Ketoglutarsiure st OSD EES elles Mee 1 SB icishel mst 
Oxalessigsiure 0,7 
Acetessigsiure 8. 
Bernsteinsiure S. S. | 0,5 | 0,5 
Apfelsiure S. S. | 0,5 | 0,5 
Zitronensiure 0,5 


sicher auch nicht ausschlieBlich dafiir verantwortlich sind. Das Ver- 
schwinden der Glucose und des Asparagins aus der Nahrlésung, das Ver- 
siegen der Aminoséureausscheidung nach Aufbrauchen des Asparagins 
und ein gewisser Zusammenhang zwischen, «-Ketosaiureproduktion und 
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Stoffwechselaktivitaét entsprechen etwa den Befunden bei den beiden 
Ascomyceten. 

Das Auftreten von freien Siuren erweist sich bei allen drei Pilzen, 
besonders aber bei Lent. lep., als Indicator fiir die Stoffumsetzungen. 
Wahrend die «-Ketosiiuren in der Periode des Wachstums die Stoff- 
wechselintensitat anzeigen, lassen sie sich mit einsetzender Autolyse 
wieder verstairkt im Substrat nachweisen. Sie sind dann neben den 


Tabelle 5b. Freie Aminosduren, niedere Carbonstiuren und Zucker in Substrat und 
Mycel von Lent. lep. im Laufe der Entwicklung in Normalnihrlisung. 
Kulturdauer: 41—79 Tage 


Hellkulturen 
pu im Substrat 4.7 | 4,1 | 4,2°| 4,01 357 1°°3,6 | 5,07) 5,1'1°5,4 |" 6;1 
Mycelgewicht in mg Ze ST WSU 233 | 316 | 347 | 286 | 287] 211 
Restglucose in Prozent |85 (80 /75  |70 35 | 15 
Substrat 
Asparagin 5 4 . aa 3 3 2 2 2 2,5 
Asparaginsaure 1 1 1 1 OSTA Os Mat iS uals Oath alenl seas |ed 
Glutaminsaure (Oe7/ [prea OV OF We? 2 Tepe 2,5 
Alanin FSO ME OLom pe enaieas oan te 1 4 235° | 250 
Glycin SsPese 
Valin 0,5 12,571) 3 
Brenztraubensaure 0,7 | 1,5 | 4 O74) OF 8: ied L553 1,5 .3 
a-Ketoglutarsaure 1 1 1 Ola shot 1 1 1 1 1,5 
Oxalessigsaure 5g 1 1 0,5 | 1 1 1 1 0,7 
Acetessigsaure PSah0,0 Poe easa eo] 0,0 ndeo ne 0,5 | 2 
M ycel 
Glucose S. 0,57) O57) s8Siif eestor | (Ol5 
Alanin ORF IS: a2 2 4 4 2,5 | 3 2,5 °|-0,5 
Glutaminsaure 0;5) 1 1 1,5 | 2 3 Pog sy tien Ose Pa lave || SOY 
Asparagin S. 1,055; |e 1 2 2D Oo Oni aede Dae Oso 
Valin PS) 0,0) | Sseal Os! 2,00) 3 1 Ssom ad 0,5 
Asparaginsaure CSS || Hise Zsa heels: all ORs eee Osbr Oso Oni gens. 
Brenztraubensaure Pome cere PO Se eto SOhre. SHMys 10,5 14055 
a-Ketoglutarsaure SFOs mess Heise: 1 O51)0,be41 SS) 
Acetessigsaure g.8. g.S.|g.S.| S. | 0,5 | g.S. SS) S 


iibrigen niederen Carbonséuren, denen Parcu (1950) eine Zwischen- 
stellung zwischen primaren und sekundiren Stoffen einraumt, vor allem 
bei Cer. coer. und Lent. lep. Ausdruck von Stoffwechselstérungen. Diese 
treten besonders auf, wenn die C-Quelle nahezu verbraucht ist und der 
Citronensaurecyclus nicht mehr geregelt ablauft. Die dadurch anfallen- 
den Sauren werden spater wieder verbraucht. 

Grundsatzlich mu8 zu den oben geschilderten Stoffumsetzungen noch 
gesagt werden, daB Schwankungen in der Temperatur und bei Lent. lep. 


in den Beleuchtungsverhaltnissen nicht nur zu zeitlichen Verschiebungen, 
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sondern auch zu gewissen qualitativen Unterschieden des Stoffwechsel- 
ablaufes fiihren kénnen. Wihrend solche bei den zwei rasch wachsenden 
Ascomyceten relativ gering sind, kénnen sie bei Lent. lep. zu einer ver- 
schiedenen Ausnutzung des Asparagins fiihren, das zu einem Zeitpunkt 
unter Umstiinden erst zu 60°/, verbraucht ist, wenn bereits keine Glucose 
mehr zur Verfiigung steht. Hierdurch wird das Substrat nicht so sauer 
und die Produktion sekundarer Stoffe zur Farbstoffbildung hin ver- 
schoben. Der Umsatz der Amino- und «-Ketosiuren wird davon ver- 
gleichsweise weniger stark beriihrt, doch ist unter diesen Bedingungen 
das Substrat nicht wie sonst nach Verbrauch der Glucose und der 
N- Quelle nahezu frei von Aminosauren. (‘Tab.5b). 

Es ist, interessant, daB gleichlaufend mit diesen von Temperatur und 
Licht beeinfluBten Stoffwechselverschiebungen bei Lent. lep. auch 
morphologische Veranderungen eintreten kénnen. Besonders auffallend 
ist in dieser Hinsicht die Bildung von Stipuli (sterile Fruchtkdérper- 
ansatze), die durch Licht und héhere Temperatur gehemmt, durch 
Temperaturen um 20° C und Dunkelheit jedoch geférdert wird. 

Diese Befunde leiten iiber zu Stoffwechsel-Untersuchungen mit dem 
Ziel, durch Variation des Substrates die Stoffausscheidung zu _beein- 
flussen. Folgende Substratvariationen wurden dabei vorgenommen: 
1. Veranderungen im C: N-Verhaltnis; 2. Ersatz von Glucose durch 
andere C-Quellen; 3. Ersatz von Asparagin durch andere N-Quellen; 
4. Anderung der Sauerstoffspannung in der Kultur; 5. Zusatz von 
Stoffwechselinhibitoren; 6. Einwirkung von Faktoren, die die Perme- 
abilitaét beeinflussen. 

1. Durch Verinderung des C: N-Verhaltnisses (von 5:1 bis 
160: 1) wurden der Stoffwechsel und die Stoffausscheidung im Hinblick 
auf die untersuchten ,,freien, priméren‘* Produkte im wesentlichen nur 
in quantitativem Sinne beeinfluBt. Tab.6 zeigt ein fiir alle drei Pilze 
typisches Versuchsergebnis bei Lind. vir. 

Auf den ersten Blick scheint die Ausscheidung der Aminosiuren in 
das Substrat durch das C: N-Verhiltnis stark beeinfluBt zu sein. Wird 
derselbe Versuchsansatz jedoch zu einem friiheren Zeitpunkt analysiert, 
in welchem das Asparagin in dem Ansatz mit der geringsten Menge 
gerade erst verbraucht ist und in allen Kulturen noch etwa 20—30°/, 
der zugegebenen Glucose im Substrat vorliegen, so ergibt sich die inter- 
essante Tatsache, daB darin bei einem py zwischen 4,0 und 4,2 bei jedem 
untersuchten C: N-Verhialtnis gleiche Mengen Alanin und Glutamin- 
sdure enthalten sind. An Aminosiuren ist auBerdem nur noch das ver- 
abreichte Asparagin bzw. die direkt daraus ableitbare Asparaginsaure 
vorhanden. 

Die demgegeniiber deutlichsten Unterschiede bei den Ergebnissen der 
Tab.6 lassen sich im wesentlichen auf den verschiedenen Entwicklungs- 
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zustand des Pilzes zuriickfiihren. So haben die Aminosduren des Sub- 
strates in der 1. Spalte der Tabelle (Asparagin-Konzentration 0,05°/,) 
jenen mengenmaBigen Tiefstand erreicht, der auch in den Tab.3—5 
zum Ausdruck kommt, wihrend in Spalte 2 bereits die ersten Anzeichen 
einer Autolyse erkennbar sind, die in den Versuchsreihen der Spalten 3 
und 4 gerade einsetzt. 


Tabelle 6. End. vir. auf Normalnahrlésung mit 1°/) Glucose und verschiedenen Mengen 
Asparagin nach achtidgiger Kultur 


Asparagin im Ausgangs- 

substrat in Prozent 0,05 0,18 0,48 0,72 
Myceltrockengewicht 

in Milligramm 230 257 285 290 
pu im Substrat 4,2 6,5 8,3 8,0 
Substrat 
Restglucose in Prozent 5 5 g.8. Se 
Asparagin —~ — 0,7 2 
Asparaginsaure — 0,5 1 1,5 
Alanin — 0,5 0,7 1,5 
Glutaminsaure = — 1,5 1,5 
Brenztraubensaure 1 1 0,7 0,7 
a-Ketoglutarsaure 0,5 1 0,7 0,7 
Oxalessigsaure 0,5 0,5 0,5 0,5 
Mycel 
Glucose 8. 0,5 0,5 0,5 
Alanin 1,5 3 3 3 
Valin 1,5 1,5 155 1,5 
Glutaminsaure 1 2 2.5 2,5 
Leucin. 0,5 0,5 0,5 0,5 
Threonin 0,5 0,7 0,7 1 
Asparaginsaure 8. 1 1 2 
Asparagin 8. 0,7 0,7 1 
Citronensaure 0,5 0,5 1 1 
Apfelsaure — _ il 1 
Bernsteinsaure — _- 0,5 0,5 
«-Ketoglutarsiure — — 0,5 0,5 


Allgemein 148t sich sagen, da Variierung des C: N-Verhialtnisses die 
Aminosaure-Ausscheidung in das Substrat im wesentlichen nur quan- 
titativ beeinfluBt. Am starksten kommt dies bei Lent. lep. zum Aus- 
druck, wo innerhalb gewisser Grenzen von der Menge des angebotenen 
Stickstoffs auch die Quantitét der ausgeschiedenen Aminosduren ab- 
hangt. 

Die freien Aminosdéuren im Mycel verdeutlichen, daB erst bei sehr 
groBen Unterschieden im N-Angebot gewisse quantitative Verschiebungen 


des Stoffwechsels eintreten. 
O* 
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Nach Verbrauch der geringen Asparaginmenge (Spalte 1) wird be- 
zeichnenderweise nur die Menge der Grundaminosiuren Alanin, Glu- 
taminsdure und Asparaginsdure reduziert, ohne da es zu einem Mehr- 
anfall der entsprechenden «-Ketoséuren kommt. Der Befund unterstiitzt 
die Hypothese von Cow (1959), nach der diese Verbindungen im 
, internal pool‘ teilweise zu anderen Aminosauren transformiert und 
dann in die Proteine eingebaut werden. Auf sie soll in der Diskussion 
noch naher eingegangen werden. 

Die Ergebnisse machen deutlich, da8 die untersuchten Pilze mit 
relativ geringen N-Mengen auskommen kénnen, wofiir auch Trans- 
lokationsversuche sprechen. Da Holz befallende Pilze unter natiirlichen 
Bedingungen mit dem niederen Stickstoffgehalt des Holzes (CARTWRIGHT 
u. Frnpnay 1946) auskommen miissen, tiberrascht der Befund nicht. 

2. Ersetzt man Glucose im Nahrmedium durch Glycerin, 
Athanol oder Krebscyclus-Zwischenprodukte, so werden diese 
Stoffe verschieden gut verwertet. Wahrend auf Athanol, Bernsteinsaure 
und Apfelsaéure in vergleichbaren Konzentrationen das Wachstum von 
Cer. coer. und End. vir. etwa demjenigen auf Glucose entspricht, ergeben 
Glycerin und Citronensdéure nur ein geringes Mycelgewicht. Lent. lep. 
wachst auf Glucose und Glycerin am besten, alle anderen untersuchten 
C-Quellen werden bedeutend schlechter verwertet. 

Bei End. vir. tritt nach Verabreichung von Bernstein- oder Apfelsaiure 
als einziger C-Quelle wesentlich mehr «-Ketoglutarsiure als Brenz- 
traubenséiure im Substrat auf, waihrend bei Glucose, Glycerin oder 
Athanol als C-Quelle die Verhaltnisse genau umgekehrt liegen. In 
End. vir.- und Cer, coer.-Kulturen konnten dariiber hinaus bei Bernstein- 
siure als C- Quelle neben dieser selbst mehr als iiblich Apfelsdure und 
a-Ketoglutarsdure in Substrat und Mycel nachgewiesen werden. Unter 
der Annahme eines funktionierenden Krebscyclus sind diese Befunde 
durchaus versténdlich. Sie kénnen sogar als weitere Stiitze fiir diese 
Vermutung gelten, zumal auch die manometrischen Messungen durch- 
aus in die gleiche Richtung weisen. Die schlechte Verwertung einiger 
Zwischenprodukte des Citronensdurecyclus lat sich durch Permeabili- 
tatsschwierigkeiten erklaren. 

Damit werden auch die unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
nur geringfiigigen Verschiebungen des Stoffwechsels begreiflich, wird 
doch in jedem Falle das gleiche Abbauschema durchlaufen. Dies kommt 
auch darin zum Ausdruck, da8 in einem bestimmten Wachstumsstadium 
bei jeder der verwendeten C-Quellen im Mycel stets Glucose nach- 
zuweisen ist, der Pilz diesen Zucker also aus den anderen Verbindungen 
synthetisieren kann. 

Dariiber hinaus konnte in vielen Fallen Fructose, Sedoheptulose und 
Sedoheptulosephosphat im Mycel nachgewiesen werden. Da EBERHARDT 
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(1956) im Kulturfiltrat von Lent. lep. dazu noch Ribose fand, liegt der 
Schlu8 nahe, daB mindestens in diesem Pilz auch der Pentosecyclus 
(RackER 1954) ablauft. 


Gesattigte und ungesattigte Fettsiuren mittlerer Kettenlinge wurden 
von allen drei Pilzen ohne Zusatz von Glucose nur sehr schlecht 
verwertet. Bei Zufiigung von 1 °/, Glucose wuchsen vor allem Cer. coer. und 
End. vir. durchaus zufriedenstellend, wenn sie auch schon bald das Aus- 
sehen alter Kulturen annahmen. Die freien primaren Produkte unter- 
schieden sich kaum von denen normaler Glucose/Asparagin-Kulturen. 
Bemerkenswert war lediglich ein Citronensaure-Anfall bei Cer. coer. auf 
Fettsaéuren ohne Glucose, wahrend bei End. vir. unter denselben Um- 
standen diese Saure nicht auftrat. 


3. Bei Ersatz des Asparagins durch NH,NO, Anderte sich am 
Stoffwechsel und an der Stoffausscheidung der ,,primaren‘‘ Produkte 
bei allen drei Pilzen im grundsatzlichen nichts, auch dann nicht, wenn 
gleichzeitig das C: N-Verhaltnis variiert wurde. Lediglich der schon 
friiher erwahnte Effekt der Kationenaufnahme aus dem Substrat macht 
sich bei Cer. coer. und End. vir. stark bemerkbar. Wahrend die Saure- 
Ausscheidung den px-Wert der Nahrlésung kaum beeinfluBt, wird 
dieser durch den Verbrauch des Ammonium-Jons sehr stark nach der 
sauren Seite hin verschoben. Bei “nd. vir. tritt unter diesen Umstanden 
im Bereiche eines C: N-Verhaltnisses von 16: 1 bis 8: 1 nach Erschopfung 
' der Glucose eine ,,saure“‘ Autolyse bei py 2,2 ein. Geringere NH,NO,- 
Mengen im Substrat (0,05°/,) lassen den py-Wert nicht so stark ab- 
sinken, die Autolyse beginnt in diesem Falle etwa bei einem py von 4,1. 
Auch mit héheren Ammoniumnitrat-Konzentrationen (1,4°/,) wird das 
Substrat nicht so sauer wie mit mittleren. 

In Normalkulturen von Lent. lep. liegen die pp-Werte im Verlaufe des 
Wachstums immer tiefer als in denen der beiden Ascomyceten. Ersetzt 
man jedoch das Asparagin durch Ammoniumnitrat, so reagiert der Pilz 
vollig anders als Cer. coer. und End. vir. Der py-Wert sinkt in diesem 
Falle nicht unter den der Asparaginkulturen. Der Grund fiir dieses Ver- 
halten liegt darin, daB Lent. lep. auch den Nitrat-Stickstoff verwerten 
kann. Dafiir spricht auch die Tatsache, daB das Mycelgewicht von 
Lent. lep. bei Ammoniumnitrat-Kulturen etwa dem von Asparagin- 
kulturen entspricht, wahrend Hnd. vir. und Cer. coer. die anorganische 
N- Quelle viel schlechter verwerten. 


4, Ersetzt man das Asparaginin der Nahrlosung durch solche 
Aminosauren, die auch frei in Substrat und Mycel der betreffenden 
Pilze vorkommen, so sind in Umsatz und Ausscheidung der primaren 
Stoffe interessante Anderungen zu beobachten. Durch das Uberangebot 
der betreffenden Aminosiuren ergeben sich in Substrat und Mycel 
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Verainderungen (Tab.7), die beziiglich der Aminosdéuren durch drei 
Stoffwechselreaktionen erklirbar sind: 

1. Hemmung der Synthese einiger Aminosiuren durch deren Zufuhr 
von auBen (Glutaminsiure). 2. Anstau und nachfolgende Aminierung 


Tabelle 7. Freie Aminosiuren, niedere Carbonsiuren und Zucker in Substrat und 
Mycel von End. vir. auf Normalnihrlésung mit verschiedenen N-Quellen 


N- Quelle NH,NO; ate Glycin | Alanin | Valin | Leucin 
px im Substrat _ 24; 3)08,5010T A Mae | 7,0 #1304) eae 
Myceltrockengewicht 

in Milligramm 609 710 669 638 650 634 203 
Restglucose im Substrat 

in Prozent 8. — 15 10 10 10 30 
Substrat 
Asparaginsaure 2 0,5 — _— — _ 
Glutaminsaure 1 3 Ry as S. Ss. 
Alanin 0,5 0,5 1 2,5 1 0,5 0,5 
Glycin — — 2,5 — — = 
Valin _ - 8. -- + oe — 
Leucin —_ — — -— == 4 on 
Oxalessigsiure 2 1,5 8. g.S. 8. 1 1,5 
BTS 1 2 3 3 1,5 1,5 
a-Ketoglutarsaiure 1 2,5 2 2 1 — 2,5 
p-Ph-BTS o 8 _- ) 1,5 — 
Mycel 
Glucose g.8. 1 g.S. g.8. S. 0,5 0,5 
Fructose g.S. 8. g.S. 2.8. g.8. g.S. 8. 
Sedoheptulosephosphat iiberall geringe Spur 
Sedoheptulose — — 8. 8. — — — 
Alanin 2,5 2,5 3 3,5 2,5 2,5 2,5 
Glutaminsiure 2,5 2,5 1 1 2 1 2 
Asparaginsiure 1,5 1,5 1 1 0,5 0,5 1 
Valin 1 1 1 1 3 2 1,5 
Leucin 1 1 BEY 0,5 1 3 1 
Threonin. 0,5 0,5 — = 1 1 —_ 
Glycin 0,5 0,5 3,5 2,5 0,5 0,5 8. 
Citronensiure 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
Apfelsiiure 1 0,5 — — 0,5 — — 
BTS — = ie cm 0,5 a pix 


BTS = Brenztraubensiure; p-Ph-BTS = p-Hydroxyphenylbrenztraubensaure. 


bestimmter «-Ketosdiuren durch iibermaBige Belieferung des Krebs- 
cyclus mit dem C-Geriist einiger der zugefiihrten Aminosauren 
(besonders Glutaminsiure und Glycin), sowie dadurch hervorgerufene 
Verringerung der Menge anderer Amino- und «-Ketosduren. 3. Ver- 
schiebungen im Biosynthese-Gleichgewicht zwischen einigen Amino- 
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sduren durch Zufuhr des verwandten C-Geriistes einer anderen, Amino- 
sdéure (besonders Leucin und Valin). 

Diese Befunde lassen sich auch auf die «-Ketosaiuren ausdehnen, 
womit die enge Verbindung zwischen den beiden Stoffklassen deutlich 
wird. 

Sehr aufschluBreich, besonders fiir den sekundaren Stoffwechsel, ist 
der EinfluB der verabreichten Aminosauren auf die Verwertbarkeit des 
Zuckers fiir Wachstum und Vermehrung, soweit diese im Mycelgewicht 
zum Ausdruck kommen. Darauf wird spater noch eingehend Bezug 
genommen, doch soll hier bereits vermerkt werden, da Leucin, ahnlich 
wie Nitrat, bei Lent. lep. eine hohe Mycelausbeute bewirkt, bei End. vir. 
und Cer. coer. dagegen neben Valin die schlechteste. Mit Asparaginsaure 
liegt der Fall genau umgekehrt. Méglicherweise spielt bei der schlechten 
Verwertbarkeit von Leucin und Valin auch der durch beide Amino- 
sduren hervorgerufene niedere py-Wert im Substrat eine Rolle, er ent- 
spricht etwa dem auf Ammoniumnitrat als N- Quelle. 

5. Hine Anderung der Sauerstoffspannung in den verwendeten 
Kulturen wurde einerseits durch N,-Atmosphare, andererseits durch 
Schiittelkulturen und in beschrénktem Mae durch Beliiftung erreicht. 
Die Untersuchungen in N,-Atmosphdare, die besonders an den beiden 
Ascomyceten durchgefiihrt wurden, ergaben bei sehr niedriger O,- 
Spannung noch ein, allerdings stark verlangsamtes, Wachstum. Die 
Adaptationsperiode dauert in diesem Fall etwa zehnmal so lange wie 
unter normalen Bedingungen. 

Aus dem Vergleich von Mycelgewicht und py des Substrates zwischen 
N,-Kulturen und Kontrollen geht hervor (SprecHER 1960), daB der 
Stoffwechsel anaerob nicht genau in derselben Weise wie unter aeroben 
Bedingungen verlauft. Trotzdem lassen sich keine tiefgreifenden Unter- 
schiede in den freien primaren Stoffen in Substrat und Mycel feststellen. 
Bei vélligem O,-AusschluB fallt lediglich auf, da8 von derselben Menge 
Glucose weniger Mycel aufgebaut und entsprechend weniger Asparagin 
verbraucht wird im Vergleich zu aeroben Kulturen. 

Verstarkte Sauerstoffzufuhr durch Beliiftung fiihrte, insbesondere bei 
Lent. lep., zu beschleunigtem Wachstum, wihrend in Schiittelkulturen 
bei keinem der drei Pilze dasselbe Ergebnis erzielt wurde. Dies ist wohl 
auf die dabei erzwungene Submersentwicklung zuriickzufiihren. Beide 
Ascomyceten erreichten jedoch auch unter diesen Bedingungen ihr 
normales Mycelgewicht, Lent. lep. dagegen nicht. 

Im Gegensatz zu den deutlichen Unterschieden der Lent. lep.-Schiittel- 
kulturen gegeniiber Normalkulturen mit Oberflichenmycel hinsichtlich 
der sekundaren Ausscheidungen ist bei den primiren Stoffen kaum cine 
Veranderung festzustellen. Dies gilt auch weitgehend fiir die zwei 
anderen Pilze. Bei Betrachtung der Mengenverhaltnisse der «-Ketosauren 
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im Substrat fallt allerdings auf, daB in den Schiittelkulturen von 
Cer. coer. und End. vir. wesentlich weniger Acetessigsiure und «-Keto- 
glutarsdéure vorhanden sind als in den Standkulturen (Tab.8). Bei noch 
wachsenden Kulturen mit nicht véllig verbrauchtem Zucker kann der 


Tabelle 8. Vergleich der freien primdren Stoffwechselprodukte von 
Cer. coer.-Schiittelkulturen mit einer Standkultur 


pu im Substrat 4,7 4,7 5,0 4,7 8,2 5,8 
Farbe des Substrats | farblos S. gelbl. | gelblich gelb gelb S. gelbl. 
Myceltrocken- 

gewicht in mg 12 71 172 393 235 410 
Restglucose im Sub- 

strat in Prozent 80 65 45 5 10 
Substrat 
Asparagin 5 | 4 aa 8. 0,7 
Glutaminsaure 1 aa 1 Ss. 1 S. 
Alanin 0,5 0,5 0,5 1 0,5 
Asparaginsaure 0,5 PS, res. g.S. g.8. 8. 
Valin 0,5 
Leucin 0,5 
Threonin 0,5 
Brenztraubenséure 2 5 | le 6 1 7 
Acetessigsiure 1,5 2 2 1 g.S 6 
a-Ketoglutarsiure 1 2 1,5 1 1 3 
Oxalessigsaure g.8. 8 1 g.8. g.S 1 
Mycel 
Glucose 0,7 0,7 0,5 2 S. 3,5 
Sedoheptulose S. 0,5 0,5 0,5 
Sedoheptulose- 

phosphat 0,5 1,5 0,5 g.S 
Fructose S. Ss. 0,5 0,5 
Alanin 1,5 6 5 Peptid 1,5 Peptid 
Glutaminsaure 0,7 3 3 il 
Glycin S. 3 3 0,5 
Valin 2,5 2,5 0,5 
Leucin 2 2 0,7 
Asparaginsaiure g.8. 1,5 1,5 g.8. 
Brenztraubensiure g.S. g.S. 2 1,5 g.8. 1 
a-Ketoglutarsiure Ss. 0,7 1 ail 1 
ee g.S. g.S 1 g.S. g.S. 

hosphat 0,7 2 2 t 2 4,5 


Unterschied bei Acetessigsiiure das drei- bis sechsfache, bei «-Keto- 
glutarsdure das zwei- bis vierfache ausmachen. 

Mit dem Verschwinden des Zuckers aus dem Substrat erfolgt dann 
zunichst ein gewisser Ausgleich, der durch Autolyse vervollstandigt 
wird. Zum Zeitpunkt der Erschépfung von C- und N-Quellen wird in 
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Standkulturen neben den «-Ketosauren vor allem Bernsteinsiure aus- 
geschieden, wahrend Schiittelkulturen nur geringe Mengen von Sauren 
im Mycel ansammeln, ohne sie auszuscheiden. 

Bei Betrachtung der sekundaren Stoffe werden diese Unterschiede 
noch eingehend besprochen, da sie wahrscheinlich fiir deren Synthese 
sehr wesentlich sind. 

6. Der Hinflu8B von Stoffwechselgiften mit verschiedenen An- 
griffspunkten wurde auf Normalsubstrat gepriift, in der einen Versuchs- 
serie mit NH,NO,, in der anderen mit Asparagin als N- Quelle. Da allein 
der Asparaginsdure-Ansatz 28 Versuchsreihen mit je drei verschiedenen 
Pilzen umfaBt, wird von einer tabellarischen Zusammenstellung der Er- 
gebnisse abgesehen, doch werden diese nachfolgend kurz summarisch 
wiedergegeben. 

Die Inhibitoren (sieche Methodik) beeinflussen in verschiedenen Kon- 
zentrationen die Ausscheidung der primaren Stoffe bei Cer. coer. und 
End. vir. nicht spezifisch. Der Vorgang scheint unter diesen Bedingungen 
fast ausschlieBlich eine Funktion des Wachstums zu sein. Der Grund fiir 
die relativ geringen Verdnderungen, welche die Verabreichung von 
Hemmstoffen hervorrufen, liegt in der Méglichkeit der Zelle, verschiedene 
Wege des Stoffwechsels zu beniitzen (Bosz 1955). Dariiber hinaus werden 
einige Inhibitoren auch von den Pilzen verandert. Im vorliegenden Falle 
trifft dies mit Sicherheit bei As,O, und As,O, durch Lent. lep. und bei 
DNP durch die beiden Ascomyceten zu. 

Im Bereiche der angewendeten Konzentrationen hemmen KCN, NaF 
und Fluoracetat das Wachstum der beiden Ascomyceten nicht, bei As,O, 
wird durch héhere Konzentrationen zwar die Wachstumsgeschwindigkeit 
etwas reduziert, jedoch das volle Mycelgewicht erreicht. DPA und DNP 
beeinflussen in den niederen Konzentrationen das Wachstum kaum, 
wahrend sie es in den héchsten vdéllig unterbinden. As,O, dagegen 
reduziert das Mycelgewicht mit steigender Konzentration immer starker, 
bis schlieBlich mit derselben Glucosemenge nur noch ein Viertel des 
normalen Mycelgewichtes erreicht wird. 

Auf Lent. lep. wirken die Inhibitoren zum Teil in anderer Weise. Zwar 
ist die Ausscheidung der primaren Stoffe im wesentlichen qualitativ 
unverandert, gegeniiber Cer. coer. und End. vir. fallt jedoch auf, dal 
kurz vor dem vélligen Verbrauch der Glucose in DNP- und Fluoracetat- 
haltigen Kulturen die «-Ketosauren fast restlos aus dem Substrat ver- 
schwunden sind. 

Im Gegensatz zu den beiden Ascomyceten bewirkt in Lent. lep.- 
Kulturen As,O, ein schnelleres Wachstum und eine Erhéhung des 
Mycelgewichts, selbst in héheren Konzentrationen. Auch in niederen 
As,0,-Konzentrationen ist das Myceltrockengewicht im Vergleich zu den 
Kontrollen etwas erhoht und sinkt erst bei 4 mg in 100 ml Nahrlosung 
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unter das Normalgewicht. Bei Zugabe von NaF ist das Wachstum un- 
becinfluBt, KCN reduziert in héheren Konzentrationen das Mycelgewicht 
nur wenig, DPA etwas stirker und Fluoracetat sogar bis auf ein Sechstel 
des Normalgewichts. DNP verhindert in der héchsten Konzentration 
wie bei End. vir. und Cer. coer. jedes Wachstum. 

Die bisherigen Untersuchungen haben ergeben, daB bei Lent. lep. die 
niederen Carbonsiuren auffalliger in Erscheinung treten als bei den 
anderen beiden Pilzen. In den Hemmstoffversuchen kommt dies be- 
sonders deutlich zum Ausdruck. Mit DNP, KCN, NaF oder DPA im 
Nihrmedium sind in Substrat und Mycel auBer Amino- und «-Keto- 
sduren keine weiteren Séuren nachweisbar. Mit As,O, und As,O,; dagegen 
treten sie gegen Ende des Wachstums im Mycel auf. In Fluoracetat- 
haltigen Kulturen erscheinen sie auch im Substrat. Dariiber hinaus 
bewirken As,O, und As,O; die Ansammlung von Sedoheptulosan im 
Substrat, worauf spéiter noch eingegangen werden soll. 

7. Die Faktoren, die die Permeabilitat beeinflussen, werden 
im Zusammenhang mit der Guttation eingehend besprochen. Wahrend 
die Temperatur neben einer Verlangsamung oder Beschleunigung des 
Stoffwechsels auch eine gewisse Verlagerung der Stoffwechselschwer- 
punkte bewirkt, scheint die Ausscheidung der freien priméren Produkte 
davon unbeeinfluBt zu bleiben. 

Bei Zusitzen von Mineralsaéuren oder lipoidléslichen Stoffen, die eine 
gewisse Wirkung auf die Plasmapermeabilitat besitzen (SPRECHER 1959 a), 
ist das Ergebnis ein verschiedenes. Es hingt ab vom Alter des Mycels, 
dem diese Verbindungen zugesetzt werden, und von der Einwirkungs- 
dauer. Besonders gro war der Unterschied gegeniiber der Kontrolle 
dann, wenn den Kulturen kurz vor dem vélligen Zuckerverbrauch der- 
artige Stoffe zugesetzt wurden und eine Analyse 1—2 Tage danach er- 
folgte. Die Wirkung glich im wesentlichen einer vorverlegten Autolyse, 
was sich besonders hinsichtlich der freien Aminosiuren bemerkbar 
machte. Sie waren dann im Mycel nur noch gering, im Substrat hingegen 
sehr stark nachweisbar. Besonders augenfallig war dies bei Zusatz von 
HCl, etwas weniger stark bei Methylheptenon und wesentlich schwicher 
bei Ather und Athanol. Noch wachsende Kulturen adaptierten sich in der 
Regel nach kurzer Zeit an das neue Milieu, die permeabilitatssteigernde 
Wirkung war dann meist vollig wieder aufgehoben. HCl- und in ge- 
ringerem Mafie Methylheptenon-Zusatz fiihrten allerdings oft zu einem 


volligen Wachstumsstillstand. Unter diesen Umstinden starb das Mycel 
schlieBlich ab. 


B. Ausscheidung auBerhalb des Substrates und Guttation 


Erhebt sich der Pilz mit seinen Lufthyphen iiber das Substrat, so wird 
tir die betreffenden Zellen die Méglichkeit eingeschrankt, in direktem 
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Stoffaustausch mit dem Substrat zu bleiben. Abgesehen von gas- 
formigen Molekiilen, mu8 nunmehr die Aufnahme von Verbindungen 
tiber die Substrathyphen gehen, wahrend die Ausscheidung von Stoffen 
nur noch in den Luftraum oder zwischen die Hyphen des Mycels fort- 
gesetzt werden kann. In beiden Fallen verweilen die Stoffe entsprechend 
ihrem Dampfdruck bzw. ihrer adsorbtiven Bindung mehr oder weniger 
lange in direktem Kontakt mit der Hyphenwand. Demgegeniiber werden 
von Substrathyphen ausgeschiedene Verbindungen durch Diffusion in 
das Substrat von der Hyphenwand entfernt. 

Wohl die friiheste Beachtung solcher Ausscheidungen — abgesehen 
von sekundaren Stoffen — fand die Guttation (Scumrrz 1843). Die Aus- 
scheidung primarer Stoffwechselprodukte auBerhalb des Substrates 
findet in der Guttation ihre deutlichste Auspragung. Diese Erscheinung 
wurde daher in den Mittelpunkt der nun folgenden Untersuchungen 
gestellt. 

Uber Zustandekommen und Bedeutung der Guttation gibt es eine 
Anzahl experimentell nur teilweise gesicherter Hypothesen (Hryt 1933, 
KRAMER 1950, SPRECHER 1959a). Sie lassen sich in Beziehung auf die 
Pilze alle auf wenige Punkte zuriickfiihren: 1. Eine verschiedene Be- 
schaffenheit der Plasmamembran, die unterschiedliche Permeabilitats- 
verhaltnisse bedingt. 2. Ungleiche Verteilung osmotisch wirksamer Sub- 
stanzen in oder auf der Zellwand. 3. Ungleiche osmotische Krafte an 
entgegengesetzten Seiten innerhalb der Zelle. 4. Quellung und Ent- 
quellung der Zelle oder von Zellbestandteilen. 5, Elektrische Potential- 
differenzen. Kiirzer ausgedriickt ist die Ursache der Guttation im Stoff- 
wechsel, in der Beschaffenheit der Plasmamembran, in osmotischen oder 
in kolloidchemisch wirksamen Zustaénden zu suchen. 

Die Ansichten iiber die Bedeutung der Guttation reichen von der 
Eliminierung iiberschiissigen Wassers iiber den Transport von Nahr- 
salzen bis zur Ausscheidung von Ballaststoffen. 

In Fortfiihrung friiherer Untersuchungen (SPRECHER 1959) soll in 
folgendem versucht werden, weiteres Material zum Verstandnis dieser 
Erscheinung beizutragen. Soweit dies zur Klarung bestimmter Befunde 
an Cer. coer., End. vir. und Lent. lep. dient, werden daneben auch eigene 
Beobachtungen an anderen Pilzen mitgeteilt. Uber Vorkommen und 
Lokalisierung der Guttation bei Pilzen unterrichtet eingehend SpRECHER 
(1959, 1960). 

Wasserwanderung im Mycel. Hinige Beobachtungen, vor allem 
an abgestorbenem und lebendem Lent. lep.-Mycel weisen darauf hin, daf 
sowohl die Wasserwanderung als auch das Austreten von Tropfen durch 
capillare Raume zwischen den Hyphen und in quellungsfihigen Hyphen- 
wanden erfolgen kann. Fiir die intercellulire Wasserwanderung in 
Basidiomyceten-Fruchtkérpern konnte bereits PrescuEn (1924), fiir die 
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Fliissigkeitsausscheidung durch Mycelien Knott (1912) Hinweise er- 
bringen. Schon Jann (1932) beobachtete, da Ascomycetenhyphen auf 
Glasoberflachen in ihrem eigenen Ausscheidungswasser wachsen kénnen. 
Dies trifft in verschiedenen Substraten auch fiir die hier untersuchten 
Pilze zu. 

Noch auffallender als die Guttation bei aus dem Substrat heraus- 
ragenden Hyphen ist sie an den frei zwischen Substrat und Glaswand an 
diinnen Hyphenfiden hangenden Sklerotien von Lepiota lutea. Hier 
konnen die Tropfen die GréBe des Sklerotiums sogar iibertreffen. Eine 
derartig starke Guttation bei oft sehr geringen Transportméglichkeiten 
legt bei den einfach organisierten Pilzen die Frage nach der Wasser- 
leitung nahe. Unter den Methoden, diese zu untersuchen, boten sich 
vor allem Translokationsversuche und die Markierung des Wasserweges 
durch Farbstoffe an (STRUGGER 1949). 

Wie schon Hitttsprucu (1956) bemerkt, ist die Verlagerung bestimmter 
Stoffe nicht unbedingt mit einer gleichzeitigen Wasserwanderung 
gekoppelt, doch muB der Translokation der untersuchten Nahrungs- 
bestandteile ein Wasserweg zugrunde liegen, der mindestens die po- 
tentielle Wasserwanderung einschlieBt. 

Gegeniiber den Kontrollen translocierten alle drei Pilze wichtige 
Nahrstoffe in verschiedenem Mae, wobei das Wachstum auf C-freiem 
Substrat mit Abstand am geringsten ist. Dies deutet darauf hin, dab 
trotz des deutlich nachweisbaren Transportes von Kohlenstoffverbin- 
dungen diese wesentlich schneller verbraucht als nachgefiihrt werden. 
Bei End. vir. werden Phosphat- und Stickstoffverbindungen nahezu in 
dem MaB8e translociert, wie sie verbraucht werden, was bei Cer. coer. und 
insbesondere bei Lent. lep. nicht so deutlich der Fall ist. Die Befunde 
zeigen, daB die Translokation von Nahrungsbestandteilen iiber relativ 
weite Strecken méglich ist. Die Beziehungen zur Wasserwanderung 
ergeben sich aus der Arbeit von Scutrre (1956), der an mehreren Pilzen 
feststellte, daB bei einer kraftigen Transpiration auch eine starke Trans- 
lokation vorliegt. 

Tuscheversuche an getrocknetem Lent. lep.-Mycel zeigen zwar ein 
Aufsteigen und Ausscheiden des Wassers durch Mycel und Stipuli, doch 
wurden auch im Verlaufe von mehreren Monaten keine Tuschepartikel 
durch das unverletzte Mycel transportiert. Der friiher beobachtete 
Tuschetransport (SPRECHER 1959a) war nur an Mycel reproduzierbar, 
das bei Zufiigung der Tuschelésung noch nicht vollig vertrocknet und 
unten etwas angerissen war, 

Weitere Kinblicke in das Problem der Wasserleitung waren von der 
Anwendung fluorescierender Farbstoffe zu erwarten. 

Uber die Schwierigkeiten und Fehlerquellen dieser Methode ist schon 
viel ver6ffentlicht worden (StrucaER 1949, Hiisprucn 1956, Burrer- 
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FASS 1956). Ihre Anwendung bei den drei Pilzen wurde dariiber hinaus 
noch durch Higenfluorescenz der Ausscheidungen wahrend bestimmter 
Wachstumsperioden erschwert. Als besonders geeignet fiir die vorliegende 
Untersuchung erwiesen sich Natrium-Fluorescein und Berberinsulfat, 
weil diese die Beobachtung iiber einen weiten py- Bereich méglich machen 
(JoHaANNES 1940). An Oberflachenmycel von Cer. coer. und End. vir. 
ergaben sich dabei im Verlauf der gesamten Wachstumsperiode fol- 
gende Befunde: 

1. Bei einem langsam von unten her feucht und dunkel werdenden 
Oberflachenmycel kann man diesen Vorgang durch die fortschreitende 
Ausbreitung der Fluorescenz deutlich sichtbar machen. 2. Die ersten 
Guttationstropfen, vor allem an sehr jungem Mycel, zeigen zundachst 
noch keine Fluorescenz. 3. In derselben Kultur unterscheidet sich meist 
langwolliges Mycel von kurzwolligem durch verschiedene Leitfahigkeit 
fiir Fluorescein, doch 1aB8t sich keine allgemeine Regel ableiten, in 
welchen Hyphen grundsatzlich der Farbstoff rascher wandert. 4. Zwischen 
der GréBe der Guttationstropfen und der Starke der Fluorescenz besteht 
in der gleichen Kultur oft keine Beziehung. In solchen Fallen hat im 
allgemeinen der Tropfen die geringste Fluorescenz, der vom farbstoff- 
haltigen Substrat am weitesten entfernt ist, wodurch die gegeniiber dem 
Fluorescein bevorzugte Wanderung des Wassers bewiesen ist. 5. Impf- 
stiicke zeigen vor allem auf festen Nahrbéden eine ausgesprochen gute 
Leitfahigkeit fiir den Farbstoff, sowohl von unten nach oben, als auch, 
wie Translokationsversuche zeigen, iiber mehrere Zentimeter hin nach 
der Seite. Dabei leiten alte Impfstiicke in Ubereinstimmung mit spater 
noch mitzuteilenden Befunden besser als junge. 6. Ein unmittelbarer 
Zusammenhang von Nahrstoff-Transport und Farbstoffwanderung 
konnte nicht nachgewiesen werden. 

Mit Berberinsulfat wurden bei Cer. coer. und End. vir. etwas ab- 
weichende Ergebnisse erzielt. Die angewandte Farbstoffkonzentration 
wirkte vor allem auf Cer. coer. schadigend, und das Anwachsen auf 
berberinsulfathaltigen Nahrlésungen war zeitlich sehr stark verzégert 
(2—3 Monate an Stelle von 2—3 Tagen). Im Gegensatz zu den Ver- 
suchen mit Fluorescein sind es fast ausschlieBlich die Hyphenwande, 
die fluorescieren und zwar auch dort, wo keinerlei Guttation auftritt. 
Ferner ist diese Erscheinung nur bei kurzwolligem Mycel zu beobachten, 
wahrend das langwollige keine Fluorescenz zeigt. 

Mit den gleichen Methoden konnten bei Lent. lep. keine befriedigenden 
Ergebnisse erzielt werden. Daraufhin wurden védllig eingetrocknete 
Kulturen mit jeweils einem der beiden Farbstoffe versetzt und das 
bereits abgestorbene Mycel normalen Kulturbedingungen unterworfen. 
Schon nach 1 Tag traten deutlich gefiirbte und ungefirbte Tropfen an 
Mycel und Stipuli auf. Wahrend aber die Tropfen an den Mycelien auf 
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Fluoresceinlésung sofort fluorescierten, konnte dieses Phanomen bei den 
Mycelien auf Berberinsulfat erst nach 3 Tagen und je nach Entfernung 
zwischen Farbstofflésung und Ausscheidestelle verschieden schnell 
beobachtet werden. Auch hier fluorescierten im Gegensatz zu Fluorescein 
vor allem die Hyphenwande des Pilzes. 

Besonders aufschluBreich war die Untersuchung der Stipuli. Der 
mehrschichtige Aufbau dieser auffallenden Gebilde zeigt eine ganz ver- 
schiedene Verteilung der Farbstoffe. Obwohl die Stipuli betrachtlich 
variieren k6nnen je nach Alter und Gré8e und in Wuchsform und Auf- 
bau, li8t sich doch in jedem Fall eine Rindenschicht und ein deutlich 
davon verschiedener Zentralkérper feststellen. Die aéuBere Rindenschicht 
besteht aus hellen, diinnwandigen Hyphen in relativ lockerer An- 
ordnung, der Zentralkérper aus nur wenig kraftigeren, aber etwas 
dichter gepackten Hyphen mit einem braunen Exkret. Beide Schichten 
werden durch eine schmale Zone getrennt, deren kraftige, derbwandige 
Hyphen dicht aneinanderliegen. Diese Zone weist die meisten braunen 
Ausscheidungen auf, die in organischen Lésungsmitteln fast unldslich 
sind und sowohl innerhalb als auch auBerhalb der Hyphen auftreten. 

Untersucht man das Vorkommen des Fluoresceins an verschieden 
alten und verschieden gro8en Stipuli und vergleicht dabei die Quer- 
schnitte von unten bis zur Spitze, so liBt sich in dem dichten braunen 
Zentralgewebe weder der jungen Stipuli, noch der Spitzen Alterer 
Stipuli der Fluorescenz-Farbstoff nachweisen. Dagegen reichert er sich 
in den unteren zentralen Teilen alterer Stipuli und in der inneren Rinden- 
schicht aller Stipuli deutlich an. In und auf den Spitzen kommt es 
schlieBlich zu einer kraftigen Akkumulation des Farbstoffs. Schrag 
stehende Stipuli leiten ihn bevorzugt an der nach unten gerichteten 
Seite. 

Damit scheint die Farbstoffwanderung in totem Stipuligewebe sowohl 
in den relativ groBen Hyphenzwischenriumen der unteren Teile alter 
Stipuli, als auch in den Rindenteilen aller Stipuli bis zur Spitze zu 
erfolgen. 

Modellversuche an dicken Filtrierpapierplatten (SS 2181) zeigen 
jedoch, daB schon bei der geringsten Verdunstungsméglichkeit fiir das 
Wasser die Anreicherung der gelésten Stoffe in der Peripherie erfolgt, 
auch wenn die Leitung im ganzen Querschnitt stattfand. Damit er- 
scheint es méglich, das die Wasserwanderung zunachst im gesamten 
Stipulus-Querschnitt gleichmaBig vor sich geht, durch die laufende 
Evaporation aber eine Konzentrierung geléster Stoffe in der Peripherie 
erfolgt. AuBerdem iibt natiirlich die Wachstumszone einen Sog auf 
Wasser und Nahrstoffe aus. 

Hine gewisse Stiitze fiir diese Schliisse ist die Anreicherung der Ex- 
krete in der inneren Rindenschicht und die Fluorescenz-Farbstoff- 
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verteilung in alteren Stipuli, insbesondere aber die Befunde von 
URspPRUNG u. BLum (1925) bei ihren Saugkraftmessungen an einigen 
Hutpilzen. Damit erscheint die Nachpriifung der Folgerungen notwendig, 
die PrmscHEL (1924) aus seinen Versuchen iiber den Wassertransport 
in Hymenomyceten-Fruchtkérpern zog. Allerdings ist dabei zu bedenken, 
da8 eine Anreicherung bestimmter Stoffe in der Peripherie mit der Zeit 
auch eine Bevorzugung gewisser Schichten als Wasserweg bewirken kann. 


Das Berberinsulfat wandert unter denselben Bedingungen in den 
Stipuli sehr viel langsamer. Da es von den Hyphenwanden sehr stark 
festgehalten wird, kommt es vor allem zu einer Akkumulation in den 
unteren Teilen. Diese Befunde stehen in einem gewissen Gegensatz zu 
_ denen von Roserts (1950), der in alten Fruchtkérpern einiger Agari- 
caceen keine Fluoresceinwanderung feststellte. Auch PLUNKETT (1958) 
konnte in nicht wachsenden oder abgetéteten Fruchtkérpern von 
Polyporus brumalis keine Farbstoffwanderung nachweisen. 


Ein Teil dieser Differenzen erklart sich aus der Tatsache, daB in den 
vorliegenden Untersuchungen getrocknete Stipuli verwendet wurden, 
die in relativ kurzer Zeit Wasser und damit den Farbstoff aufsogen. Da 
es unter diesen Bedingungen jedoch zu einer scheinbaren Guttation auf 
Mycel und Stipuli kam, koénnen diese Ergebnisse dazu dienen, die Még- 
lichkeit einer rein osmotischen Ausl6sung der Wasserwanderung und 
der Guttation zu beweisen. Die Folgerungen, die ScHtrrs (1956) aus 
seinen Untersuchungen an einigen Agaricaceen zog, erhalten dadurch 
eine gewisse Einschrinkung, daB seine ,,vitale‘‘ Komponente der Trans- 
lokation wohl Ursache, nicht aber unbedingt auslosender Faktor sein 
muB8, da sie zwar ein osmotisches Gefalle schafft, dieses aber auch noch 
nach Aufhéren vitaler Prozesse vorhanden sein kann. 


Beziiglich der Untersuchungen an lebendem Mycel stimmen die beiden 
zitierten Arbeiten durchaus mit den eigenen Befunden iiberein. Danach 
wird durch die Transpiration die Translokation von Nahr- und Farb- 
stoffen gefordert, wahrend die Stoffwechselvorgiinge vor allem der jungen 
lebenden Zelle die Translokation auch iiber den Transpirationssog hinaus 
aufrecht erhalten. In diesen Fallen erweist sich die Guttation unter 
Umstanden nicht nur als Vorgang, der sich aus den Stoffumsetzungen 
heraus ergibt, sondern auch als translokationsférdernder ProzeB. 


Faktoren, die die Guttation beeinflussen 


a) Relative Luftfeuchtigkeit. Es wurde bereits darauf hingewiesen 
(SPRECHER 1959a), daB der relativen Luftfeuchtigkeit eine wesentliche 
Rolle bei der Auslésung der Guttation zukommt. Weitere Versuche 
konnten die Bedeutung dieses Faktors bestiatigen und erméglichten eine 
Abgrenzung gegeniiber anderen Faktoren. 
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Die Grundlage zum Verstindnis der Guttation bildet ihre Beziehung 
zur Transpiration. Uber diesbeziigliche Untersuchungen an Pilzen 
berichtet Stocker (1956). Durch Vergleich von Champignonfrucht- 
kérpern mit Gipsmodellen gelang es SpYBOLD (1932) zu zeigen, daB in 
ruhiger Luft, wie sie fiir Normalkulturen zutrifft, Transpiration und 
Evaporation hinter der Wassernachlieferung der Hyphen zuriickbleibt. 


Durch Einbringen wasserentziehender Mittel (H,SO,, NaOH) in den 
Luftraum der KulturgefaBe konnte sowohl natiirliche, als auch kiinstlich 
hervorgerufene Guttation unterdriickt oder mindestens reduziert werden. 
In gleicher Weise wirkte Durchsaugen von steriler Zimmerluft durch die 
KulturgefaiBe. Bei vorsichtigem Absaugen der feuchten Luft trat die 
Guttation auch nach mehrmaliger Entfernung der Tropfen auf. Um 
sicherzustellen, daB nur die Verminderung der relativen Luftfeuchtigkeit 
die Guttation zum Erliegen bringt und nicht etwa die gleichzeitige Ent- 
fernung gegebenenfalls die Guttation auslésender gasférmiger Sub- 
stanzen (CO,, Methylheptenon) durch Luftumwalzung, wurde in wei- 
teren Versuchen wasserdampfgesittigte Luft durchgesaugt. Hierbei kam — 
es sogar zu einer Férderung der Guttation. 


Durch Einhaltung einer bestimmten relativen Luftfeuchtigkeit (siehe 
Methodik) in den KulturgefaiBen konnten bei End. vir. und Cer. coer. 
weitere interessante Aufschliisse iiber das Guttationsgeschehen erhalten 
werden. Die stairkste Tropfenausscheidung tritt erwartungsgemaB bei 
100°/, relativer Luftfeuchtigkeit ein. Bereits bei 97°/) und selbst noch bei 
99°/, relativer Luftfeuchtigkeit war in den meisten Fallen mit dem 
bloBen Auge keine Guttation mehr festzustellen. Beobachtungen im 
Stereomikroskop ergaben jedoch mindestens geringe Fliissigkeitsaus- 
scheidung von Lufthyphen an nicht zu exponierten Stellen bis herab zu 
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 76°/, im KulturgefaB. Die Ver- 
suche erbrachten bei langerer Beobachtungszeit folgende Befunde: 


1. Die Guttation ist bei jungen Hyphen im wesentlichen eine Begleit- 
erscheinung wasserdampfgesittigter Luft. 2. Selbst, wenn der Luftraum 
iiber dem Mycel eine betrachtlich unter dem Sattigungspunkt liegende rela- 
tive Luftfeuchtigkeit aufweist, kann zwischen den Hyphen eines kraftig 
wachsenden und atmenden Mycels Wasserdampfsattigung der Luft vor- 
liegen und an diesen Stellen Guttation eintreten. 3. Unter sonst gleichen 
Bedingungen guttieren diejenigen Hyphen bevorzugt, die etwas vom 
Substrat entfernt auf Fruchtkérperansitzen, an Randwiilsten und an 
der Glaswand sich befinden. 4. AuBerordentlich starke Ausscheidung 
groBer Tropfen findet an Hyphen statt, die in dest. Wasser einwachsen. 
5. Bei alteren Lufthyphen lassen sich, im Gegensatz zu den jiingeren, 
mit einer etwa 40fachen VergréBerung auch noch bei einer relativen 
Luftfeuchtigkeit um 80°/, Tropfen oder Feuchtigkeit auf den Hyphen 
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feststellen. 6. Versuche, bei denen iiber dem Mycel ein Konvektions- 
stromungen begiinstigender groBer Luftraum war, fiihrten bei einer 
relativen Luftfeuchtigkeit von 97, 98 und 99°/, selten zur Guttation. 
Unter guttationsfordernden Bedingungen, z. B. durch eine Penicillium- 
Infektion, konnte sie jedoch auch hier erreicht werden. 

Die starke Tropfenausscheidung iiber dest. Wasser weist enge Be- 
ziehungen zu friiheren Befunden iiber osmotische Guttationsbeein- 
flussung auf (SPRECHER 1959a). Die Wasserausscheidung bei nicht sehr 
hoher relativer Luftfeuchtigkeit ist aus den Ergebnissen der 1. Mit- 
teilung zunachst nicht verstandlich. Ein Analogiefall dazu ist jedoch das 
Feuchtwerden alterer Impfstiickhyphen. In der Tat konnte auch in der 
Folge auf totem, altem Mycel von Hnd. vir. und insbesondere von Lent. 
lep. durch wasserdampfgesittigte Luft kraftige Tropfenbildung induziert 
werden. Dariiber hinaus konnte durch lingeres Einstellen dieser Mycelien 
in GefaéBe mit abgestufter relativer Luftfeuchtigkeit ein Gleichgewicht 
zwischen ausgeschiedener hygroskopischer Substanz auf den Hyphen 
und der umgebenden gesattigten Salzlésung hergestellt werden. Auf 
Lent. lep.-Mycel trat unter diesen Umstanden noch bei einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 93°/, Tropfenbildung ein. Feucht und dunkel 
gewordene Hyphen trockneten bei diesem Pilz auch in einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 76°/, nicht véllig ab. 

Es soll, dem Sprachgebrauch folgend, als Guttation zwar nur die Tropfen- 
ausscheidung aus lebenden Zellen angesehen werden, doch bestehen durch die 
osmotische Komponente Beziehungen zwischen der echten Guttation und dem 
oben geschilderten Auftreten von Tropfen an totem Mycel. 

Um vor allem durch die Anreicherung osmotisch aktiven Materials 
hervorgerufene Tropfen handelt es sich beim Wandmycel, das nur durch 
relativ wenige Hyphen mit dem Substrat verbunden ist. Trotz geringerer 
Luftfeuchtigkeit in seiner Umgebung weist es mehr Tropfen auf als 
gleichaltes Oberflachenmycel. Das gleiche gilt fiir die Tropfenausschei- 
dung auf und an Stipuli. 

Damit ist die Méglichkeit einer Guttation in nicht wasserdampf- 
gesittigter Luft mindestens bei alteren Hyphen gegeben. Die Reprodu- 
zierbarkeit des Auftretens von Tropfen an totem Mycel legte eine Uber- 
priifung des Vorgangs in einem Modellversuch nahe. Als geeignetes 
Material erwies sich Wundwatte. An ihren herausragenden Faserspitzen 
traten in wasserdampfgesattigter Luft Wassertropfen auf. Behandlung 
der Watte mit HCl-Dampf bewirkte diesen Effekt auch in etwas ge- 
ringerer Luftfeuchtigkeit. Eine Analogie mit dem Pilzmycel war auch 
noch dadurch gegeben, da8, ahnlich wie bei den Lufthyphen, Tropfen 
nur an den vollig freien Faserenden der Watte entstanden. Wurde sie 
dichter gepackt oder die Faserenden eingeschlagen, sog sich die Watte 
ohne jede Tropfenbildung voll. 

Arch, Mirkrobiol., Bd. 38 10 
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b) Temperatur. Weitere Versuche bestatigten die schon friiher 
(SpRECHER 1959a) mitgeteilten Ergebnisse, wonach erhéhte Temperatur 
innerhalb gewisser Grenzen eine Steigerung und in vielen Fallen eine 
Ausliésung der Guttation nach sich zieht. Vergleichende Beobachtungen 
bei verschiedenen Temperaturen lassen den Schlu8 zu, daB es vor allem 
die durch die Temperaturerhéhung gesteigerte Stoffwechseltatigkeit ist, 
welche zu vermehrter Wasserausscheidung fiihrt. Dabei handelt es sich 
sicher am wenigsten um in chemischen Umsetzungen freigewordenes 
Wasser (WEIGL 1960), vielmehr diirfte die Guttation durch eine ver- 
stirkte Wasseraufnahme und die sich daraus ergebende Storung der 
Wasserbilanz zu erklaren sein. Als zusatzliche Komponente kame aller- 
dings auch eine temperaturbedingte Permeabilitaétssteigerung in Frage 
(WaRTIOVAARA 1956). Eine solche ist im Bereich der untersuchten Tem- 
peraturen jedoch sicher von geringer Bedeutung, da die vergleichende 
chromatographische Untersuchung der Ausscheidungen in das Substrat 
nur entwicklungsbedingte Unterschiede aufweist. Inwieweit schlieBlich 
eine 6rtliche Erwarmung des Mycels durch die Stoffwechseltatigkeit bei 
der Guttation mitwirkt, muB fiir den Bereich normaler Temperaturen 
zunachst noch offen bleiben, waihrend ihr um 4° C eine gewisse Wirkung 
zukommt. Da jedoch unter diesen Bedingungen bereits durch geringe 
Temperaturschwankungen Wasserdampfsattigung und damit Tropfen- 
bildung durch Kondensation auch an Watte eintritt, kann von einer 
echten Guttation nur gesprochen werden, wenn ein zunichst vollig 
trépfchenfreies Mycel bei konstanter AuBentemperatur von -++ 4°C 
nach einigen Tagen Tropfchen ausscheidet. Auf Hind. vir.-Mycel war dies 
mehrfach der Fall, seltener bei Lent. lep. und kaum bei Cer. coer. Még- 
licherweise liegt dies an einer verschieden starken Sistierung des Stoff- 
wechsels durch die niedere Temperatur. 

c) Beleuchtung. Bestrahlung der einen Halfte des Mycels durch eine 
100 W-Birne im Abstand von 30 cm und Abdecken der anderen Halfte 
durch mehrere Lagen von dickem, weifem Papier fiihrte bei End. vir. 
und Lent. lep. zu einer bevorzugten und oft ausschlieBlichen Guttation 
entlang der Trennungslinie zwischen Licht und Schatten. Obwohl auf 
der bestrahlten Seite die Deckel der Petrischalen sehr stark beschlagen 
waren, zeigte das darunter liegende Mycel bei End. vir. keine, bei Lent. 
lep. nur gelegentlich eine Guttation. Die Temperatur wurde bei den Ver- 
suchen immer zwischen 25° und 30° C gehalten, das Temperaturintervall 
betrug zwischen beleuchteter und abgedeckter Flache bei den ver- 
schiedenen Versuchen 3° bis 5° C. In Ubereinstimmung mit friiheren 
Befunden (SPRECHER 1959a) und durch den Vergleich mit entsprechen- 
den Versuchen an Watte, die unter diesen Bedingungen eine ganz andere 
Trépfchenverteilung aufwies, laBt sich das Ergebnis durch zwei Fak- 
toren erklaren. Die Temperatur war auf der beleuchteten Seite zwar fiir 
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die Auslésung der Guttation besonders geeignet, doch hemmte hier 
gleichzeitig die hohe Lichtintensitaét, woraus die bevorzugte Tropfen- 
ausscheidung auf der Grenzlinie verstandlich wird. Die Hemmung der 
Guttation durch das Licht ist nicht mit einer Abtétung des Mycels ver- 
bunden. Selbst nach einer Bestrahlung von 3 Wochen 1laBt sich bei 
Lent. lep. durch Temperaturen um 28° C im Dunkeln noch eine gleich- 
maBige Guttation auf beiden Seiten des Mycels erzielen. Eine UV-Be- 
strahlung itiber 2 Std fuhrt bei Hnd. vir. anschlieBend zu einer ver- 
starkten Guttation, bei Cer. coer. tritt keine Verinderung auf. Inwieweit 
es sich bei der Tropfenausscheidung nach UV-Bestrahlung um eine 
pramortale Permeabilitatserhéhung (Bresu 1943) handelt, war nicht 
eindeutig festzustellen. 

d) Chemische Zusdtze. Durch Zusitze von Verbindungen, die die Ober- 
flaichenaktivitat, den pa-Wert oder den Chemismus der Zellwand. bzw. 
der Plasmamembran beeinflussen, kann auch eine Wirkung auf die 


Tabelle 9. Zahl der Kulturen, die bei Hinwirkung fliichtiger Verbindungen 
in Dampfform Trépfchen auf dem Luftmycel aufweisen 


Zwischen Zusatz und Beobachtung verflossene Zeit 


Zugesetzte 

Verbindung 6 Std | 1Tag | 2 Tage | 4 Tage | 6 Tage | 10 Tage] 14 Tage| 20 Tage 
ohne Zusatz — 2 | 2 4 
Methylheptenon — 2 4 4 
Ather = = 3 4 4 
rauchende HCl 4. 4 4 4 4 4 4 4 


Guttation ausgetibt werden (SPRECHER 1959). Weitere Versuche sollten 
frithere Befunde sichern und die Wirkung einzelner Faktoren genauer 
analysieren. 

Bei der direkten Zugabe solcher Substanzen zu wachsenden Mycelien 
der drei Pilze hatte es sich gezeigt, daB Ather, Chloroform, Methyl- 
heptenylketon und Methylnonylketon eine relativ geringe guttations- 
fordernde Wirkung ausiiben. Um die vielfach schadigende Wirkung 
direkter Zugaben dieser Substanzen auf die damit unmittelbar in Be- 
riihrung kommenden Zellen auszuschlieBen, wurden weitere Versuche 
so angesetzt, daB diese Verbindungen nur noch dampfférmig zur Hin- 
wirkung kamen, was durch Einstellen kleiner Reagensgléser mit der 
betreffenden Substanz in die KulturgefaBe erreicht wurde. 

Die Ergebnisse bestatigen im wesentlichen die Befunde, die schon bei 
direkter Zugabe der betreffenden Stoffe zu den Kulturen erhalten 
wurden. Sehr deutlich kommt dies bei jeweils vier gleichen Lent. lep.- 
Kulturen, die alle bei 28° C gehalten wurden, zum Ausdruck (Tab. 9). 

Es fallt auf, daB die Guttation in einem bestimmten Entwicklungs- 
abschnitt des Pilzes ohnehin einsetzt und durch chemische Zusatze 

10* 
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lediglich etwas gefordert werden kann. Nur der HCl-Einflu8 ist ein 
véllig anderer. Modellversuche mit Watte ergaben, daB sich HCl- 
Daimpfe an den freien Faser- bzw. Hyphenenden bevorzugt konden- 
sieren und es auf diese Weise zur Tropfenbildung kommt. Die durch 
HCl induzierte, jedoch wesentlich geringere Guttation wird dadurch 
iiberdeckt. Neben einer Permeabilitats-Beeinflussung durch starke 
pu-Verschiebung mu8 zur Erklérung der Ursache der vermehrten 
Tropfenausscheidung durch HCl auch an eine Beeinflussung der Zell- 
kolloide im Sinne von TrRoscHINn (1958) gedacht werden. In diesem Zu- 
sammenhang mu auch eine Eliminierung bestimmter Substanzen im 
Sinne einer ,,Entgiftung‘‘ erwogen werden, doch entzieht sich diese An- 
nahme insofern der einwandfreien Nachpriifung, als ein Kriecheffekt 
durch die Hyphenwande und damit letzten Endes eine gewisse Ver- 
bindung von Guttation und Substrat nicht vollig ausgeschlossen werden 
kann. Eine soleche Verbindung kann aber nicht unmittelbar sein, weil 
sich die Tropfen sonst nicht halten kénnen. In diesem Falle wiirden die 
Lufthyphen feucht werden und in das Substrat einsinken. 

Demgegeniiber handelt es sich bei der Wirkung organischer Lésungs- 
mittel und der Methylketone im wesentlichen um eine erhéhte Perme- 
abilitaét durch Beeinflussung der Lipoide in den Plasmagrenzflichen bzw. 
' im Mesoplasma (Hérter 1953). Ihre verschiedene Wirkung durch 
Variieren der Konzentrationen wurden vor allem durch LEPpEscHKIN 
(1906) analysiert. In neuerer Zeit fiihrten unter anderen H6OHN u. 
EvLFertT (1958) an hédheren Pflanzen entsprechende Untersuchungen 
durch. 

Die Guttationsversuche bei bestimmter relativer Luftfeuchtigkeit 
hatten bereits Hinweise darauf gegeben, daB ausgeschiedene Substanzen 
besonders auf alteren Lufthyphen eine relativ starke wasseranziehende 
Wirkung entfalten kénnen. Da auch schon friiher (SPRECHER 1959 a) 
durch osmotisch aktive Substanzen im Substrat die Guttation bei Cer. 
coer. beeinfluBt wurde, sollte nunmehr die osmotische Komponente 
dieses Vorgangs in Zusammenhang mit der méglichen Rolle zweier 
antagonistischen Ionen untersucht werden (‘Tab. 10). 

Der Tabelle 1a8t sich entnehmen, daB relativ hohe Konzentrationen 
osmotisch aktiver Substanzen mindestens voriibergehend mit dem 
Mycel in Konkurrenz um das Wasser treten. Bei KCl-Konzentrationen, 
welche den Pilz nicht abtéten, ist dieser Vorgang nach einer gewissen 
Adaptationszeit reversibel. Wahrend gleichaltrige Lent. lep.- und Cer. 
coer.-Kulturen unter denselben Bedingungen entsprechend reagieren, 
passen sich jiingere Cer. coer.-Kulturen viel rascher den neuen Ver- 
haltnissen an (Tab.11). 

Der Riickgang der Guttation des Mycels auf Normalnahrlésung und 
besonders auf dest. Wasser (‘Tab.10) steht mit dem Absterbevorgang des 
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Mycels in Verbindung. Demgegeniiber zeigt Tab. 11 deutlich neben der 
rein osmotischen Wirkung eine spezifische Ionenwirkung. Auch ist hier 
offensichtlich, daB der kraftig wachsende Pilz sich rasch an relativ hohe 
Salzkonzentrationen gewohnen kann, wobei sich der Stoffwechsel rasch 


Tabelle 10. Verdnderung der Guttation durch Verbringen ausgewachsener 
End. vir.-Mycelien auf Substrate mit verschiedenen Salz-Konzentrationen 


Guttation 
Zusatz Vor Nach dem Zusatz nach 
dem 
Zusatz 2 Tagen 4 Tagen 6 Tagen 10 Tagen 
Normalnahr- a 
lésung ‘3 kraftig verstarkt verstarkt gering ver- 
s mindert 
Dest. Wasser A kraftig verstarkt vermindert | vermindert 
5°/, KCl 6 ohne ohne Spuren Spuren 
10°/, KCl oo etwas ver- | ohne ohne ohne 
a ; 
16 mindert 
10°/, CaCl, A ohne ohne ohne ohne 


Tabelle 11. Verdnderung der Gutiation durch Verbringen krdaftig wachsender 
Cer. coer.-Mycelien auf Substrate mit verschiedenen Salzkonzentrationen 


Guttation 


Zusatz nach dem Zusatz nach 


dem 
Zusatz 2 Tagen 4 Tagen 6 Tagen 
Normalnahrlésung etwas etwas kraftig 
verstarkt verstarkt 
Dest. Wasser verstarkt kraftig sehr stark 
5°/, KCl in Normal- aS) 
nahrlésung = maBig verstarkt verstarkt 
10°/, KCl in Normal- | maBig etwas etwas 
nahrlésung verstarkt verstarkt 
10°/, CaCl, in Nor- 
malnahrlésung vermindert Spuren ohne 


wieder einspielt, wie aus der Analyse der freien primaren Stoftwechsel- 
produkte hervorgeht. Nur der CaCl,-Zusatz erzwingt bei allen drei 
Pilzen deutliche Verdinderungen in ,,pool‘‘ und Ausscheidung der freien 
Aminosauren. 

e) Versuche unter N,-Atmosphdre. In Ubereinstimmung mit friiheren 
Befunden (SPRECHER 1959a), konnte in N,-Atmosphare bei erhéhter 
Temperatur eine verstarkte Guttation festgestellt werden. Der damals 
aus den Versuchen gezogene SchlufB, die N,-Atmosphare selbst wiirde 
die Guttation begiinstigen, kann nach den nunmehr vorliegenden 
Ergebnissen jedoch nicht mehr aufrecht erhalten werden. Vergleichende 
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Analysen der mit dem Guttationswasser ausgeschiedenen Verbindungen, 
ferner Beobachtungen an Kulturen verschiedenen Alters mit stagnieren- 
der oder laufend erneuerter Luft bzw. N,-Atmosphare ergaben bei 
Temperaturen von 4°, 20° und 28°C, daB der Stickstoff keine unmittel- 
bare Wirkung auf die Guttation ausiibt. Die entsprechenden Befunde in 
N,-Atmosphare lieBen sich immer auf das Vorhandensein anderer Fak- 
toren zuriickfiihren. Eine geringe Reduktion der Guttationsleistung 
gegeniiber den Kontrollen konnte lediglich bei alterem Mycel in reiner 
N,-Atmosphare ohne Wasserdampfsittigung festgestellt werden, was 
zweifellos auf eine Verminderung der Stoffwechselleistung zuriickgefiihrt 
werden kann. 


Chemische Bestandteile des Guttationswassers 
In einer friiheren Mitteilung (SpRECHER 1959a) konnte an Analysen der 
Guttationsfliissigkeit gezeigt werden, daB diese durchaus mit der Stoff- 
ausscheidung in das Substrat vergleichbar ist. Auch hier laBt besonders 


Tabelle 12. Aminosdéureausscheidung von Cer. coer. in Substrat und Guttationstropfen 
unter verschiedenen Bedingungen 


Zusatz Athanol HCl ohne ohne 
20°C 20° C 28°C 4°C 
Substrat: Alanin 3 3 0,5 2,5 
Glutaminsaure 1,5 1,5 1 1 
Valin 0,7 0,7 Spur — 
Asparagin 0,7 2 = 0,7 
Glycin 0,5 0,7 — 0,5 
Threonin 0,5 Spur — Spur 
Asparaginsaiure 1 0,5 Spur 0,5 
Leucin Spur — —_ — 
Guttation: Alanin 3,5 2 Spur 0,7 
Glutaminsiure 1,5 0,7 1 0,5 
Valin 1 0,7 1 - = 
Asparagin 0,7 1 — = 
Glycin 0,7 0,7 — — 
Threonin 0,5 Spur — aa 
Asparaginsiure 0,7 Spur g.Spur Spur 
Leucin 0,5 = 1 — 


der Gehalt an Aminosaiuren Riickschliisse auf Alter und Zustand des 
ausscheidenden Mycels zu. 

Weitere Untersuchungen sollten dieses Bild abrunden und _ gleich- 
zeitig zur Erklarung einiger Befunde beitragen, die durch andere Metho- 
den gewonnen worden waren. 

Kin Vergleich der Aminosiuren im Substrat und Guttation weist 
unter vollig verschiedenen Bedingungen gewisse Parallelen auf (Tab. 12). 
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Bei allen in dieser Tabelle aufgefiihrten Kulturen waren Wachstum und 
Guttation ganz ahnlich. Dies bestatigt die friiher geiuBerte These, 
wonach Athanol und andere organische Lésungsmittel die Permeabilitat 
des Plasmas steigern, was auch fiir HCl zutrifft. 

Erhéhung der Temperatur bewirkt weniger eine Permeabilitats- als 
eine Stoffwechselveriinderung. Der niedere Aminosauregehalt von Sub- 
strat und Guttationstropfen bei 28°C kommt daher, daB in dieser Kultur 
der assimilierbare Stickstoff nahezu aufgebraucht ist und damit die - 
ausgeschiedenen Aminosaéuren wieder resorbiert werden. Dies ist bei 
Substrat und Guttationsausscheidung augenscheinlich in unterschied- 
lichem MaBe der Fall. Tabelle 13 

Bei niederer Tempera- Aminosduren in M ycel, Substrat und Guttations- 
tur kommt es wohl durch flissigkeit von Lent. lep. bei verschiedenen Temperaturen 
Fehlen normaler Tran- 


28°C 4°C 
spiration zu einer Storung 

der Wasserbilanz. Dies Mycel eae pCi a 
AS . : anin > ? 

fibre an wesentlichen Glutaminsaure 0,5 1 
zu reiner Wasseraus- Valin 0,5 0,7 
scheidung, die durch Asparaginsdure | Spur Spur 

Kondensationswasser _ Substrat Asparagin 3,5 3 
unter Umstainden noch Glutaminsaure 2 1,5 
etwas vermehrt werden Valin a an 
: Alanin 1,5 0,5 

kann, was sich an Asparaginsaure 1,5 1 
Lent. lep.-Kulturen deut- Threonin g.Spur — 

lich demonstrieren 1&B8t Guttation | Asparagin 3,5 1 
(Tab. 13). Glutaminsaure 2 0,5 
Das___unterschiedliche Valin 2 ‘ai 
Week: ; Alanin 1,5 — 
eine age : Stead Asparaginsaure 1,5 = 
Aminoséuren in Mycel iarecnin, g.Spur fac 

und Substrat ist eine 


Begleiterscheinung des verschiedenen Entwicklungsstadiums. Die Tem- 
peratur wirkte in diesem Falle nur mittelbar durch unterschiedliche 
Beeinflussung der Wachstumsgeschwindigkeit. 

Die Beobachtung bevorzugter Guttation an den Stipuli, wie auch die 
Versuche an toten Stipuli beweisen, da eine ausgezeichnete Wasser- 
und Substratleitung von unten nach oben stattfindet, die durch laufende 
Anreicherung ausgeschiedener Substanzen gekennzeichnet ist (Tab. 14). 
Wahrend der 5,5 cm lange Stipulus bereits einen Uberschu8 vieler Stoff- 
wechselprodukte aufweist, iiberwiegt bei dem kleinen 1,3 cm langen 
Stipulus noch der Verbrauch. Die Analyse der «-Ketosdéuren ergab zwar 
noch Brenztraubensiure und Oxalessigsdure im Substrat, da sie aber 
nicht in allen Teilen des Pilzes untersucht werden konnten, wurde dieser 
Befund nicht in der Tabelle aufgefiihrt. 
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Infektionen oder zusatzlich in die Kulturen der drei Pilze eingeimpfte 
Schimmelpilze rufen im allgemeinen bei dem sie umgebenden Mycel von 
Cer. coer., End. vir. oder Lent. lep. eine kraftige Guttation hervor. Da 


Tabelle 14 


Freie primdre Stoffwechselprodukte von Lent. lep. auf Normalndhrlésung 


Mycel von 


Substrat Guttation groBem kleinem 
Stipulus Stipulus 
PH 3,2 4,4 oar —- — 
Farbe gelb dunkelgelb — — — 
Trockengew. der 
Einzelteile in mg — oa 182 149 32,5 
Glucose g.Spur g.Spur 2 1 g.Spur 
Fructose g.Spur — — 0,5 —_ 
Sedoheptulose- 
phosphat — _ g.Spur 0,7 0,7 
Alanin _ 1,5 1 3 —- 
Glutaminsaure — --- 0,5 2 0,7 
Valin — ~ 1 1,5 phat 
Leucin = = 2 0,7 Scat 
Glycin _ — — 0,7 
Asparaginsiure - — — 0,5 aoe 
Threonin — — —— Spur = 
Apfelsaure — 3 — 1,5, — 
Bernsteinsaure — 2 — os — 
Citronensaure — — Spur 0,7 Spur 
a-Ketoglutarsaiure 0,5 Spur — Spur 2 


die Schimmelpilze selbst sehr stark guttieren, besteht die Méglichkeit, 
daB die dadurch erhéhte Luftfeuchtigkeit auf die Umgebung guttations- 
auslosend wirkt. Aufschliisse hieriiber waren von der Analyse mit- 

ausgeschiedener organi- 


Tabelle 15. Aminosiureausscheidung von Lent. lep. gcher Stoffe zu erwarten 


und Penicillium sp. in die Guttationsflissigkeit und 


in das Substrat derselben Kultur 


(Tab.15). Vergleichbare 


Verhaltnisse  ergaben 
Guttation | Guttation — gich auch bei der Unter- 
Substrat auf auf ‘ 
Lent. lep. | Penicillium Suchung von Guttation 
pH 7,9 7,6 7,8 und Substrat einer 
Glutaminsiure 1,5 1,5 2 Mischkultur von Penz- 
Asparaginsiure 1,5 1,5 -— cillium und End. vir. 
Alanin — g.Spur | Spur a Die Befunde beweisen, 
Asparagin g.Spur | g.Spur — 


daB der durch Infektion 
zur ‘Tropfenbildung an 


den Lufthyphen veranlaBte Pilz wirklich guttiert. Dabei mu8 zunachst 
offengelassen werden, ob ein erhdhter Stoffumsatz in der Nahe der 
Infektion oder von dieser ausgeschiedene Stoffe eine Rolle spielen. Eine 
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Auslésung oder Verstarkung der Guttation durch Wasserdampfsattigung 
der Luft in unmittelbarer Nahe der Infektion mu8 gelegentlich aller- 
dings ebenfalls in Betracht gezogen werden. Versuche in den verschie- 
densten KulturgefaéBen hatten namlich gezeigt, daB iiber und um Mycel 
mit intensivem Stoffwechsel eine relative Luftfeuchtigkeit von 100°/, 
herrschen kann, auch wenn sie in den tibrigen Teilen des GefiBes geringer 
ist. Je nach der Art des Pilzes, Umfang des Stoffwechsels und Einflu8 
bestimmter Faktoren kann eine Wasserdampfsattigung mehrere Zenti- 
meter nach oben und mehrere Millimeter nach der Seite hin vorhanden 
sein. Da bei Mischkulturen verschiedener Basidiomyceten allerdings 
Guttation oft genau an den Stellen auftritt, wo sich die beiden allein 
nicht guttierenden Pilze gegenseitig itiberwachsen, ist die erhohte Luft- 
feuchtigkeit um eine Infektion mit Sicherheit nicht der ausschlaggebende 
Faktor der Guttationsauslésung. 


Diskussion 

Uber die Ausscheidung stickstoffhaltiger Substanzen durch Mikro- 
organismen liegt bereits eine ganze Reihe von Arbeiten vor (PFENNIG 
1956). Wahrend aber Hefen und Aspergillaceen in dieser Hinsicht relativ 
haufig untersucht wurden, fehlt es noch an einer systematischen Bearbei- 
tung dieser Erscheinung an héheren Pilzen. 

Meyers (1958) fand in Schiittelkulturen von Penicillium nur geringe 
Mengen von léslichem Stickstoff auBerhalb des Mycels. Demgegeniiber 
waren bei Cer. coer., Hnd. vir. und Lené. lep. auch unter diesen Bedin- 
gungen betrachtliche Mengen von Aminosauren nachweisbar. Im Gegen- 
satz zu Mortons Befunden an Schimmelpilzen (1955) konnten jedoch 
bei den drei untersuchten Organismen nur sehr selten extracellulare 
Peptide gefunden werden. Auch trifft die Feststellung Morrons, der 
ausgeschiedene N werde nicht mehr mobilisiert, bei diesen Pilzen nicht zu. 

Uber den Zeitpunkt der Ausscheidung léslicher N-Verbindungen in 
das Substrat besteht dagegen zwischen den eigenen Befunden und den 
Ergebnissen anderer Autoren (Katina 1955; Morton 1955; WHITMORE 
1957) an Hefen und Schimmelpilzen véllige Ubereinstimmung. Mit 
Beginn des Wachstums und der aktiven Stickstoff-Assimilation treten 
bestimmte Stickstoffverbindungen im Substrat auf. Bei Cer. coer., End. 
vir. und Lent. lep. sind es immer die ,,Grundaminosiuren“ Alanin, 
Glutaminsaiure und Asparaginsiure. Mit dem Verbrauch des dargebote- 
nen C und N sinkt die Menge dieser Substanzen auf ein Minimum ab, um 
dann wahrend der Autolyse wieder sehr stark anzusteigen. Gleichzeitig 
werden im Verlauf dieses Prozesses auch alle jene Aminosduren frei- 
gesetzt, die zuvor ausschlieBlich im Mycel nachweisbar waren. Exakte 
quantitative Beziehungen zwischen dem Auftreten einzelner Amino- 
siuren im Substrat und ihrem Verschwinden aus dem Mycel lieBen sich 
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zwar nicht nachweisen, doch liegt dies zweifellos an der Tatsache, dab 
nicht alle Hyphen gleichzeitig autolysieren. Der bereits erwahnte Unter- 
schied im Vorkommen der Aminosauren in Mycel und Substrat wahrend 
des Wachstums wurde auch von Tanpon (1957) an Hefen und von 
Touzh-SouLer (1958) an Hypomyces beobachtet. 

Uber die Ursache dieses Phinomens und iiber die Griinde fiir das 
Auftreten bestimmter Aminosduren im Substrat von Mikroorganismen 
gibt es eine ganze Anzahl verschiedener Hypothesen. 

Roserts u. Mitarb. (1955) nehmen bei LZ. coli eine freie Diffusion ver- 
schiedener Verbindungen in den ,,water space“ der Zelle an. Eine daraus 
ableitbare allgemeine und unspezifische ,,Uberlaufreaktion“ der im 
Zellinneren angestauten Stoffe erscheint jedoch im vorliegenden Falle 
ausgeschlossen. Dazu sind die qualitativen und quantitativen Unter- 
schiede zwischen den freien Aminosauren innerhalb und auBerhalb der 
Hyphen zu groB. 

Eine wahrscheinlichere Erklarung bietet sich in der Exosmose der 
betreffenden Verbindungen an. Die verschiedene Retention bestimmter 
Stoffe kénnte dabei durch spezifische Permeabilitaétsunterschiede 
bewirkt werden. Als bestimmender Faktor fiir das Auftreten gewisser 
Aminosauren im Substrat kommt die Exosmose allerdings bei keinem 
der drei untersuchten Pilze in Frage, wie Versuche bei Verwendung ein- 
zelner Aminosauren als N- Quelle zeigen. Katine (1955) hatte bei Endo- 
mycopsis und PFENNIG (1956) bei Streptomyces bereits friiher die Exos- 
mose als Ausscheidungsmechanismus abgelehnt. 

Katine glaubt auf Grund seiner Untersuchungen das Auftreten der 
Aminosiuren im Substrat durch Stoffwechselvorginge bei der N-Assimi- 
lation unmittelbar an der Zelloberfliche erkliren zu kénnen. Da in 
neuerer Zeit verschiedentlich Fermente in der Zellmembran gefunden 
wurden (GALE 1959) und ihre Funktion bei Kleinlebewesen als Analogon 
zur Verdauung angesehen werden kann (NETTER 1959), hat diese Vor- 
stellung sicherlich eine gewisse Berechtigung. 

Zieht man zur Klirung der Erscheinung die chromatographische 
Untersuchung der Guttationsfliissigkeit heran, so ergeben sich jedoch 
gewisse Kinschrankungen hinsichtlich der Herkunft freier Aminosduren 
im Substrat aus Vorgingen an der Zelloberflache. Ein Vergleich zwischen 
dem Aminosauregehalt der Guttationstropfen und dem des Substrates 
ergibt grundsitzliche Ubereinstimmung. Zweifellos werden aber bei den 
Lufthyphen die Aminosiuren nicht als Begleiterscheinung der N-Assimi- 
lation an der Zelloberflaiche freigesetzt, weil der assimilierbare Stickstoff 
durch die Hyphen zugeleitet wird. Dieser Befund zwingt dazu, mindestens 
bei den Lufthyphen eine Ausscheidung aus der Zelle anzunehmen und 
sie bei den Substrathyphen wenigstens generell als méglich anzusehen. 
Da Katine sich zellmorphologisch beziiglich des Ortes der Umsetzungen 
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nicht festlegt, konnen die von ihm entwickelten Vorstellungen trotzdem 
auch weiterhin nach gewissen Modifikationen als Diskussionsgrundlage 
dienen. 

In Ubereinstimmung mit einer von ManpDELSTAM (1958) nach Unter- 
suchungen an JL. coli postulierten Hypothese entwickelten Cowie u. 
Mitarb. (1956, 1959) an Hefen gewisse Vorstellungen iiber den Amino- 
saure-,,pool™, die méglicherweise geeignet sind, zur Klarung des Phano- 
mens beizutragen. Danach liegen die freien Aminosiuren in der Zelle 
nicht vollig frei vor, sondern sind an einigermaBen spezifischen Orten an 
Makromolekiilen adsorbiert. 

Diesem relativ konstanten ,,internal pool steht ein variabler und von 
exogener Zufuhr abhangiger ,,expandable pool gegeniiber. Dadurch 
lassen sich nunmehr auch die bei der Verabreichung verschiedener Amino- 
sduren gefundenen Ergebnisse erklaéren. Der ,,internal pool‘ ergibt die 
auffallige Konstanz der freien Aminoséuren im Mycel, die unter bestimm- 
ten Umstanden durch den ,,external pool‘‘ etwas verdeckt wird. Das 
Zusammenwirken beider macht schlieBlich die groBe Kapazitat der Pilze 
verstandlich, véllig verschiedene Substrate 6konomisch auszuniitzen. 

Nach der Hypothese von Cowie entstehen aus dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel zunachst immer die Grundaminosauren, die im ,,internal 
pool gebunden und ohne Austauschmoéglichkeit mit dem anderen ,,pool*‘ 
oder mit dem Substrat entweder in Eiwei8 eingebaut oder transformiert 
werden. Dies erklart, warum in der Periode der N-Assimilation nur die 
Grundaminosaéuren im AuBenmedium auftreten. Es ware dies nach 
Cowie (1959) entweder der Uberschu8 der nicht vom ,,internal pool“ 
erfaBten Verbindungen oder ein echter Verlust durch Abdiffusion. Die 
sekundar an den Adsorptionsstellen gebildeten Aminosauren sind unter 
diesen Umstanden nicht frei beweglich. Durch diese Vorstellung wird 
auch verstandlich, weshalb in den vorliegenden Untersuchungen gerade 
die Grundaminosauren bei N-Mangel abnehmen, ist doch ihr Umsatz ein 
wesentlich gréBerer, da sie die Ausgangssubstanz aller tibrigen Amino- 
sduren darstellen. 

Die besondere Rolle der Grundaminosauren sowohl im Mycel als auch 
im Substrat kommt auch noch bei verschiedenen anderen Pilzen zum 
Ausdruck. (Smmonart 1953; Prtiat 1956), ebenso die Konstanz des 
Aminosaure-,,pools‘‘ (FuERST 1957). 

Die Arbeit Katrnes (1955) wirft nun die Frage auf, ob Verbindungen, 
die aus einem exogenen Substrat an der Zelloberfliche entstehen, noch 
als Ausscheidungen angesehen werden kénnen. Als Kriterium fir die 
Anwendung dieses Ausdruckes gilt in den nachfolgenden Ausfiihrungen 
die Lokalisierung des Enzymsystems, das die Entstehung der betreften- 
den Verbindung katalysiert. Als Ausscheidung wird damit jeder Stoff 
bezeichnet, dessen Entstehung durch direkt mit der lebenden Zelle 
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verbundene Enzymsysteme katalysiert wird. Diese Ansicht erhalt durch 
die Einbezichung der Zellwand zum Gesamtorganismus der Zelle seine 
Berechtigung. Allerdings wird gleichzeitig offenbar, daB von den aus der 
Zelle ausgeschiedenen bis zu den durch Exoenzyme produzierten Ver- 
bindungen alle Ubergainge méglich sind. So hatten bereits RIPPEL u. 
Mitarb. (1938) bei Bacillus glycinophilus angenommen, daB gewisse mit 
der Eisenablagerung zusammenhangende Reaktionen auBerhalb des 
eigentlichen Zellinneren stattfinden. Nicht zu den Ausscheidungen werden 
hier solche Stoffe gerechnet, die durch Exoenzyme entstehen, oder solche, 
die durch Autolyse freigesetzt werden. 

Die Analyse der Ausscheidungen aus Cer. coer., End. vir. und Lent. 
lep. zeigt in Ubereinstimmung mit den angefiihrten Vorstellungen die 
Diffusion als Mechanismus. Von den Stickstoffverbindungen werden 
davon nur die Stoffe betroffen, die nicht im ,,internal pool‘ festgehalten 
werden, aus dem Krebscyclus heraus jedoch im UberschuB anfallen, was 
etwa dem ,,overflow’‘ von FostTER (1949) entspricht. In ahnlicher Weise 
kann man sich auch die Ausscheidung der anderen untersuchten Ver- 
bindungen vorstellen. Damit lat sich der ganze Vorgang als passives 
Abdiffundieren der durch aktiven Stoffwechsel freigesetzten Verbindun- 
gen ansehen. Er wird gesteuert durch den Stoffwechsel, die kolloid- 
chemischen Zustainde und die Permeabilitét der Zelle. Ferner hangt 
die Starke der Ausscheidung von dem Konzentrationsgefille inner- 
und auBerhalb der Zelle ab. Inwieweit nicht osmotische Transportvor- 
gange (BocEmn 1956) bei der Ausscheidung eine Rolle spielen, wurde in 
den vorliegenden Untersuchungen nicht nachgepriift, doch stehen die 
Theorien der Anionenatmung LUNDEGARDHs (1957), des Transports 
mittels ,,carrier“-Aggregaten oder durch Co-Enzymkomplexe nicht in 
grundsatzlichem Widerspruch zu den oben entwickelten Vorstellungen. 

Diese treffen auch weitgehend fiir die Stoffausscheidung der Luft- 
hyphen zu. Durch das Fehlen des Substrates und die gleichzeitige Ein- 
schrankung des Reaktionsmilieus an den Zelloberflachen finden an ihnen 
zunadchst weniger Stoffumsetzungen statt. Allerdings reichern sich hier 
im Gegensatz zu den Substrathyphen mit der Zeit die ausgeschiedenen 
Produkte an. Wie die Untersuchungen gezeigt haben, kann dies zu einer 
volligen Inkrustierung, ja Bedeckung der Hyphenwand fiihren. 

In gewisser Beziehung lit sich auch die Ausscheidung von fliissigem 
Wasser in dieses Schema einordnen, doch liegt hier nicht nur eine chemi- 
sche Verbindung vor, sondern gleichzeitig ein Lésungsmittel und 
Reaktionsmedium. Die Gegebenheiten werden dadurch etwas kompli- 
zierter. 

BREFELD (1881) und Zopr (1890) sahen in einer reichlichen Wasser- 
aufnahme einerseits und in der Bildung wasserarmer Sporen und Frukti- 
fikationsorgane andererseits den Grund fiir den Wasseraustritt bei 
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Penicillium, Mucor und Pilobolus. Die Beobachtungen der beiden 
Autoren konnten bestatigt und durch eigene Befunde an den drei unter- 
suchten Pilzen, an Sklerotien und bei Hymenialbildungen von Basidio- 
myceten erganzt werden. Dadurch scheinen weitgehend auch die Folge- 
rungen von BREFELD und Zoprr gerechtfertigt zu sein. Erweitert man 
jedoch die Betrachtung durch Untersuchung der Guttation an jungen, 
plasmagefiillten Hyphenspitzen, lassen sich weitgehendere Schliisse 
ziehen. Danach hat die starke Stoffwechseltatigkeit schwach vacuo- 
lisierter Zellen eine kraftige Wasseraufnahme zur Folge, die bei fehlender 
Abdunstungsméglichkeit in wassergesittigter Atmosphire zu einer An- 
sammlung von Wassertropfen an den betreffenden Zellwanden fiihrt. 

Wie die Befunde zeigen, ist die Wasserfiihrung in den Hyphen auBer- 
ordentlich gut, so daB auch iiber weite Strecken der Transport gesichert 
ist, solange hohe Luftfeuchtigkeit die wasserleitenden Mycelteile vor 
starker Abdunstung schiitzt. Die Wasserwanderung folgt sicherlich 
weitgehend einem durch den Stoffwechsel hervorgerufenen osmotischen 
Gefalle, wobei die von HtissBrucn (1956) entwickelte Vorstellung eines 
Syndermoplasten als Weg mit gewissen Einschrinkungen auch auf das 
Pilzmycel Anwendung finden kann. Entsprechende Vorgénge in der 
Peripherie der Zelle bewirken schlieBlich das Auftreten des Wassers, was 
bezeichnenderweise an den Hyphen-Spitzen bevorzugt, zum Teil sogar 
ausschlieBlich, eintritt. Méglicherweise sind dabei besonders auch jene 
Prozesse beteiligt, die das sogenannte ,,extra-Wasser‘‘ (LUNDEGARDH 
1957) hervorbringen. Gleichzeitig werden aber je nach Organismus und 
auBeren Umstainden auch noch andere Stoffe freigesetzt. Wahrend ein 
Teil der ausgeschiedenen Verbindungen wieder im Stoffwechsel ver- 
braucht werden kann, bleibt das Wasser bei hoher relativer Luftfeuchtig- 
keit auBerhalb der Zelle liegen und wird sogar durch laufende Zufuhr aus 
dem Substrat vermehrt. Auf Grund dieser Voraussetzungen scheiden 
junge Hyphenspitzen mit intensivem Stoffwechsel rasch groBe Tropfen 
mit relativ wenig darin gelésten Stoffwechselprodukten aus, wahrend 
altere Hyphen wesentlich langsamer guttieren, die Tropfen jedoch um 
so mehr geléste Substanzen enthalten. Durch diese Ergebnisse werden 
auch Autoren wie BULLER u. a. (LoHwaG 1941) bestatigt, die in der 
Guttation einen Exkretionsvorgang sahen. Ebenso trifft dies auf die 
Folgerungen zu, die Knot (1912) aus seinen eingehenden Untersuchun- 
gen an den Cystiden einiger Hymenomyceten zog. 

Das Austreten von Wasser an einigen Nektarien beschrieb WiLson 
(1881) als rein osmotischen Vorgang. Hinige der eigenen Befunde stiitzen 
diese Auffassung durchaus. Allerdings lat sie sich nicht verallgemeinern. 
Vor allem entspricht sie nicht der Dynamik des Stoffwechsels, da Sub- 
stanz- und Wasserausscheidung eng miteinander gekoppelt sind. Nur an 
totem oder alterem Mycel mit stark reduziertem Stoffwechsel ruft 
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bereits die hygroskopische Higenschaft in und auf der Zellwand abge- 
lagerter Substanzen eine Tropfenbildung hervor. An jungem, lebendem 
Mycel hingegen diirften grundsatzlich ahnliche Verhaltnisse vorliegen, 
wie sie Bauer (1951) bei submersen Pflanzen feststellte. Als Triebkraft 
des Wasseraustausches sieht er die Assimilation mit der Bildung osmo- 
tisch wirksamer Substanzen an. Durch Verbrauch dieses Materials kann 
das Wasser schlieBlich wieder abgegeben werden. 

Die Rolle der Permeabilitaét bei der Guttation wurde schon friher 
erértert (SPRECHER 1959 a),doch ist dabei zu beachten, da die Perme- 
abilitat nicht nur von den Plasmahautschichten abhangig ist, konnte 
doch H6FteEr (1959) zeigen, daB der Wasseraustritt durch den Diffusions- 
widerstand des Binnenplasmas bestimmt wird. 

Die Guttation der Pilze ist somit Ausdruck einer mangelhaften Korre- 
lation zwischen eingeschrankter Abdunstungsméglichkeit an den Luft- 
hyphen und uneingeschrankter Wasseraufnahme durch Zellen mit inten- 
sivem Stoffwechsel. 

Diese Ansicht, die ahnlich von Frry-Wysstrne (1940) bereits fiir die 
Guttation an hoheren Pflanzen vertreten wurde, erhalt eine Stiitze durch 
den Vergleich zwischen Tropfenausscheidung von Pilzen und von héheren 
Pflanzen am natiirlichen Standort. Bei héheren Pflanzen lést reger 
Stoffwechsel der Wurzeln im warmeren Boden und reduzierte Transpi- 
ration in kalten Nachten die Guttation aus (GAUMANN 1938; FREY- 
Wysstine 1940). Demgegeniiber erscheinen die Tropfen auf Frucht- 
k6érpern von Polyporus-Arten (WILSON 1948) am Morgen, also dann, wenn 
der Stoffwechsel des ungeschiitzten Fruchtkérpers infolge der Tempera- 
turerhohung wieder anlauft, die Luftfeuchtigkeit in Bodennahe aber 
noch relativ groB ist. Die ausgeschiedenen Tropfen werden iiber die 
Mittagszeit durch Verdunstung wieder reduziert und verschwinden gegen 
Abend unter Umstianden véllig. Damit sind die Vorginge, die zu einer 
Guttation fiihren, bei Pilzen und héheren Pflanzen trotz verschiedener 
Guttationszeiten und unterschiedlicher Organisation grundsatzlich die- 
selben. In beiden Fallen ist ein intensiver Stoffwechsel der Organismen 
die Voraussetzung und eine positive Wasserbilanz der auslésende Faktor. 

Sraut (1920) vertrat die Ansicht, daB die Guttation der Entfernung 
von Ballaststoffen dient. Die vorliegenden Untersuchungen zeigen jedoch, 
daB besonders junge Hyphen auch primare Bau- und Betriebsstoffe aus- 
scheiden, die vom Pilz wieder verwertet werden kénnen. Erst in Dauer- 
kulturen reicherten sich, in Ubereinstimmung mit den von RrepEL und 
Beur (1935) an Aspergillus gewonnenen Ergebnissen, schlecht oder iiber- 
haupt nicht verwertbare Verbindungen im Substrat an, was bei den drei 
untersuchten Pilzen jedoch erst deutlich wurde, wenn dasselbe Substrat 
sukzessive von mehreren Pilzgenerationen bewachsen oder ein Alteres 
Impfstiick untersucht wurde. Frny-Wysstine (1935) modifizierte spiter 
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Srauts Ansicht, indem er der Guttation primar eine Rolle bei der Unter- 
stiitzung des Diffusionsstroms von Zelle zu Zelle zuwies und ihr sekundar 
in der Ausscheidung von Ballastionen eine physiologische Bedeutung 
zusprach, 

Inwieweit die Rekretion durch Guttation bei Pilzen wesentlich ist, 
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, doch ware dies aus 
den Vorgingen der Anionenausscheidung verstéandlich und wiirde sich 
ausgezeichnet in das hier entworfene Bild einfiigen. 


Zusammenfassung 


An den beiden Ascomyceten Endoconidiophora virescens Davids. und 
H. (Ceratocystis) coerulescens (Minch) Bakshi, sowie an dem Basidio- 
myceten Lentinus lepideus L. wurden die Ausscheidungen von primaren 
Stoffwechselprodukten und die Guttation untersucht. Im einzelnen 
ergaben sich folgende Befunde: 

1. Der ,,pool“ der primaren Stoffwechselprodukte erwies sich in quali- 
tativer Hinsicht als sehr konstant, was auch weitgehend auf die Aus- 
scheidung dieser Verbindungen zutrifft, die allerdings im Laufe des 
Wachstums eine typische qualitative und quantitative Veranderung 
erfahrt. Unterschiedliche Kulturbedingungen kamen lediglich iiber eine 
Beschleunigung oder Verlangsamung des allgemeinen Entwicklungs- 
ablaufes zum Ausdruck. Sie ergaben vor allem quantitative Veranderun- 
gen. 

2. Die Guttation wurde als Ergebnis mangelhafter Korrelation zwischen 
eingeschrankter Abdunstungsméglichkeit der Lufthyphen und unein- 
geschrankter Wasseraufnahme durch die Zellen mit intensivem Stoff- 
wechsel erkannt; es wurden Parallelen zu der Guttation an héheren 
Pflanzen gezogen. 

3. Die Ergebnisse wurden mit den Befunden anderer Autoren ver- 
glichen und die gemeinsamen Grundlagen aller pflanzlichen Stoffaus- 
scheidungen diskutiert. 
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In the biological ensiling of clover and lucerne the limited supply of 
carbohydrates fermentable by lactic acid bacteria is often a factor that 
prevents a sufficient production of lactic acid. In order to obtain first- 
class silage from these types of forage, a lactic acid production of about 
3°/, is required when ensilings are carried out at the high temperatures 
which often are common in practice. The influence of temperature on the 
process of ensiling has been studied by Nitsson, Toru and RypDIn (1956). 

In order to increase lactic acid fermentation the addition of ground 
cereal grains is recommended by several investigators. Silage of good 
quality has been produced when this supplement was used in relatively 
small amounts in experiments by NorpFELDT (1955) and SmyxK (1957). 
On the other hand, in experiments carried out by the author with clover 
and lucerne with low sugar content, the admixture of up to 4 or 6°/, of 
cereal meal did not have any satisfactory effect on the course of fer- 
mentation (RypINn 1957). The concentration of lactic acid was often low 
in silages with this supplement, while the amount of butyric acid, on the 
other hand, was high. In these experiments, therefore, it would seem 
that the lactic acid bacteria were unable to ferment the majority of the 
carbohydrates (starch) in the cereal meal. When wheat meal was added 
together with malt meal the fermentation process was affected favour- 
ably, even when relatively small amounts of the malt-wheat mixture 
were used. The good effect of malt on the fermentation process is a 
result of its content of enzymes, which catalyze the hydrolysis of raw 
starch in the meal mixture and of certain polysaccharides in the green 
forage into fermentable dextrins and sugars for lactic acid bacteria. The 
aim of the present investigation was to show in more detail the extent 
to which malt can be used as a supplement in silage-making to promote 
lactic acid fermentation. 

Silage experiments were made to examine how malt meal affects the 
fermentation process when added to the green forage — partly alone, 
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partly mixed with finely-ground meal of different cereals. The effect of 
the addition of only small quantities of malt together with cereal meal 
was particularly examined, because for economic reasons primarily, 
the amount of malt ought to be limited. 


Materials and methods 


The silage experiments comprised 4 series in which green forage was used, the 
botanical and chemical composition of which is given in Table 1. The forage mixture 
in series I consisted of about 2/3 lucerne and 1/3 grass, the mixture in series II of 


Table 1 
The botanical and chemical composition of the ensiled material in the different series 


Nitrogen 
free extract 


Crude 
protein 


*lo 


Dry 
matter 


°lo 


Ensiled material 


Sugar °/,| Total °/, 


Series I Lucerne-grass} 19.3] 3.18 | 0.79 | 1.40 8.57 4.66 | 2.10 
(100) | (16.48) | (4.09) | (7.25) | (44.40) | (24.15) |(10.88) 
Series II Clover-grass 20.5 | 3.29 | 0.72] 1.95 9.15 3.11 | 4.23 
(100) | (16.05) | (3.51) ] (9.51) | (44.63) | (15.17) | (20.63) 
Series ITI Lucerne-grass| 22.9| 4.00 | 0.76 | 2.73 | 10.95 3.77 | 3.42 
(100) | (17.47) } (3.32) |(11.92) | (47.82) | (16.46) |(14.93) 
Series IV Clover 14.2] 2.88 | 0.61 0.48 5.80 2.89 2.02 
(100) | (20.28) | (4.30) } (3.38) | (40.85) | (20.35) | (14.23) 


about half clover and half grass, the mixture in series III of about half lucerne and 
half grass, while series [IV was pure clover. The crops in series I and II were rather 
difficult to ensile because of their low content of dry matter and sugar. The forage 
in series III was harvested after a long period of fine weather which favourably 
influenced the chemical composition of the fodder for silagemaking, because of its 
relatively high dry matter content and high sugar content. The clover crop in 
series IV was on the other hand very difficult to ensile because both its dry matter 
and sugar content were low. Furthermore the protein content in the dry matter was 
relatively high, which also makes the forage difficult to ensile. This crop was har- 
vested during a period of rain. 

All the crops were harvested at the pre-flowering stage and were ensiled after 
chopping. The ensilings were carried out under controlled and identical conditions 
in small experimental silos of stainless steel, each containing 12 kg forage (NILsson 
et al. 1956). The ensilings were made in a constant-temperature chamber at 28°C. 

The effluent was tapped daily or every second day from the silos during the 
whole fermentation process. 

In the various experiments the effect was examined of the admixture of different 
quantities of malt meals with varying amylolytic enzyme activities, of meal from 
different types of cereal, alone or mixed with malt meal in varying proportions and 
quantities. The different types and quantities of the supplements used are given in 
the Tables, which also show the duration of the ensiling process in the different 
series. 

The effect of the different supplements on fermentation was determined by 
chemical analyses of the silage at the end of the process. These analyses and the 
analyses of green fodder and supplements used were performed according to methods 
described in an earlier publication (RyDIN 1957). 

11* 
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Determinations were made on the dextrinizing power of extracts of malt and 
cereal meals. These determinations were made by a somewhat modified method of 
Sanpstept, KNEEN and Buiisx (SANDSTEDT et al. 1939; KNEEN et al. 1941). In these 
determinations a suitable quantity of enzyme was allowed to act on a starch sub- 
strate, and the time required for decomposition of the starch into dextrins of rela- 
tively low molecular weight was measured. In the enzymatic hydrolysis of starch, 
such dextrins are rapidly formed by the activity of «-amylase. As f-amylase, 
however, greatly accelerates the dextrinogenic activity of «-amylase, a combined 
effect of both «- and B-amylase activities is accounted for in these determinations. 
The figures attained in measuring the dextrinizing power by the method used, 
indicates the number of grams of starch which is dextrinized by 100 grams of the 
enzyme sample in 15 minutes at 30°C with a py-value of 5.0 in the solution. In 


Table 2. Silage classification scheme 


nice ora ign ak ane Quatity 
= 10,0 =< 0,0 Excellent 
10,1—12,5 5,1—12,5 Very good 
12,6—15,0 12,6—25,0 Good 
15,1—17,5 25,1—37,5 Satisfactory 
17,6—20,0 37,6—50,0 Bad 
=> 2051 > 50 Miserable 


measuring the saccharifying power of different cereal meals, which is due to the 
activity of mainly fB-amylase, a method was used described by SANDEGREN et al. 
(1950). 

In determining the quality of the silage the percentage of ammonia-nitrogen of 
total nitrogen and the percentage of butyric acid of lactic acid + butyric acid in 
the silage are both good indicators. The table for estimating silage quality given 
in an earlier publication (Ninsson et al. 1956) to the values of the percentage of 
NH,-N of total N and the amount of butyric acid would seem to have been unneces- 
sarily rigid, so far as the presence of butyric acid is concerned. As this work dis- 
cusses silages of different qualities, these have been assessed according to a rather 
more tolerant scale given in Table 2, which allows larger contents of butyric acid 
in the silage when the lactic acid contents also show high values. The two indicators 
are not always parallel. In estimating the quality, the relatively higher value, 
whether of the percentage of NH;-N of total N or of the percentage of butyric acid 
of lactic acid +- butyric acid is regarded as decisive. 


Results and discussion 


The effect of different malt meals, potato flour and barley meal 
on the fermentation process 


In silage series I it was examined how the course of fermentation was 
influenced by the admixture of three malt meals, the dextrinogenic 
enzyme activities of which were different, and potato flour and barley 
meal with no or very small dextrinogenic enzyme activities (Table 3). 
This table also shows dry matter and sugar contents in the meals used. 
Malt meal I consisted of high dried malt of 2-row barley (brewer’s malt) 
while malt meal IT and III were low dried malt of 6-row barley (ensiling 
malt). The quantities of the various supplements used in the silages and 
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their influence on the silage quality is seen in Table 4. The time of 
ensiling was 8 weeks. 

The analyses in Table 4 show that the qualities of the silages on the 
whole were better the greater quantities of malt meal used. It is also seen 
that the malt meal with the highest dextrinizing power gave better 
result than the malt meal with the lowest dextrinizing power. 

The very good effect of the greater amounts of malt meals was a 
result partly of their high content of sugar, which in contrast to raw 
starch can be fermented by lactic acid bacteria in the silage. The main 
reason for the good effect seems to be, however, their content of enzymes 


Table 3 
Dry matter, sugar content and dextrinizing power in the supplements used in series I 


Material Dry ar Oe evar 
Malt mealI (2-row barley) 96.3 5.84 315 
Malt meal II (6-row barley) 90.7 7.24 840 
Malt meal IIT (6-row barley) 94.7 9.13 950 
Potato flour 84.1 trace 0 
Barley meal 86.2 1.29 trace 


with amylolytic activities, which in the silage hydrolysed the starch in 
the malt meals so that it could be fermented by lactic acid bacteria. 
During the malting process the starch granules in the endosperm cells 
of the barley had been highly corroded by malt enzymes and so became 
more susceptible to amylases in the silages with malt. 

The better silage quality which resulted when “ensiling malt” was 
used. compared to “‘brewer’s malt’’ was due to the higher dextrinizing 
power of the former. The starch was more completely hydrolysed to 
dextrins and sugars in the malt meal with the highest amylolytic activity. 
A high amylase activity in malt is, however, generally correlated with 
high cytolytic activity (Bass et al. 1957) so that the polysaccharides in 
the forage had probably been hydrolysed to sugar to a greater degree 
when. ‘‘ensiling malt” was used. 

The silages with potato flour or barley meal were all of very poor 
qualities. The sugar content in the green forage was not high enough for 
sufficient lactic acid production, and enzymes from the forage itself, 
from supplements or from their microflora could not hydrolyse the poly- 
saccharides in the forage or the supplements to give sufficient sugar 
production. 

The effect of different malt meals, alone 
or mixed with cereal meal, on the fermentation process 


The aim of silage series II was to discover the effect on the fermenta- 
tion process when meal of ‘“‘brewer’s malt”’ or “ensiling malt”’ was mixed 
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in the forage, alone or together with smaller or greater amounts of oats- 
barley meal. The differences in dry matter, sugar content and dextrin- 
izing power between the supplements used are shown in Table 5. The 
amounts of meal used and the effect of these on the course of fermentation 
are shown in Table 6. The time of ensiling was 24 weeks. 

The addition of malt meal alone in amounts of 1—3°/, had a favour- 
able effect on the fermentation process and had a better effect on fer- 
mentation than corresponding amounts of cereal meal. The positive 
effect of the malt meals seems to have been due primarily to their 


Table 5 
Dry matter, sugar content and dextrinizing power in the supplements used in series II 
Material Dry nee | fie | i Tse t 
Malt meal (2-row barley) 93.8 5.89 375 
Malt meal (6-row barley) 93.1 9.70 1030 
Oats-barley mixture 91.5 1.46 trace 


dextrinogenic enzyme activities by which the starch in the malt meals 
were hydrolysed to a large extent to fermentable sugar by lactic acid 
bacteria in contrast to the starch in the cereal meal mixture with its low 
dextrinogenic power. It is difficult to explain why the use of only 1°/, 
of either of the two malt meals gave better silage qualities than when 
2 or 3°/, was used. In earlier ensiling experiments (RypIN 1957) and in 
the other series in this work, silage qualities have mostly been better the 
larger the malt quantities used. The explanation may possibly be, that 
during the long ensiling period of this series, putrefactive products from 
the outer layers of the silage more easily penetrated into the forage with 
the larger amounts of malt, because the large quantity of malt enzymes 
reduced the viscosity of the liquid in the silage. A result of the reduction 
in viscosity there may have been an increase in the loss of effluent, and 
therefore, of sugar and lactic acid, so resulting in a deterioration in 
silage quality. During the whole ensiling period effluent was tapped from 
the silos, but the amounts were not measured. 

The addition of cereal meal alone in larger doses had a positive effect 
on the fermentation process. The reason for this may be that the amount 
of effluent and therefore the loss of sugar and lactic acid was not so 
copious in these silages, because the dry matter content of the silage was 
increased. by the admixture of large amounts of cereal meal. The favour- 
able effect must, however, partly be ascribed to the sugar in the cereal 
meal, which can be used for lactic acid production. Possibly a certain 
proportion of the starch in the cereal meal could have been used for 
lactic acid fermentation after hydrolysis to sugar by amylase in the 
cereal or green forage—principally 6-amylase—since a fraction of the 


. 
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starch in cereal meal can in fact be attacked by this enzyme (cp series ITT 
in this work). The starch hydrolysis would seem to have been incomplete, 
so that the necessary amounts of lactic acid could not always have been 
formed. Despite the admixture of large amounts of cereal meal the 
butyric acid fermentation was quite considerable. 

When small amounts of meal of enzyme-rich “ensiling malt’’, 0,5 to 
1,0°/, were added to the forage together with varying amounts of oats- 
barley meal the silage qualities were always very good. The same good 
result was not obtained with the “brewer’s malt’’. The high amylolytic 
activity of the “ensiling malt” would seem to be the principal explanation 
for the good ensiling effect of the meal mixture, the enzyme activity of 
the malt being sufficient to hydrolyse a large proportion of the starch 
in both malt meal and cereal meal. 


The effect of malt meal, alone or mixed with different cereal 
meals, on the fermentation process 


The aim of series III was to find out the effect on the fermentation 
process of small quantities of ‘“‘ensiling malt”? mixed with wheat, rye, 
barley or oats. The dry-matter, sugar contents and the dextrinizing 
power in the various meal types used are shown in Table 7. 


Table 7 
Dry matter, sugar content and dextrinizing power in the supplements used in series III 
Material Dry eu sont peaienicey 

Malt meal (6-row barley) 93.9 9.10 975 
Wheat meal 90,0 1,19 trace 
Rye meal 90,0 0,65 trace 
Barley meal 89,7 1,06 trace 
Oats meal 91,7 0,97 trace 


Table 8. Dextrinizing power in the meal mixtures used in series III 


Dextrinizing power 


Material 
Wheat | Rye | Barley Oats 
1 part malt + 1 part cereals 715 660 650 555 
1 part malt + 2 parts cereals 570 535 445 385 
1 part malt + 3 parts cereals 515 420 355 355 
1 part malt + 5 parts cereals 445 350 280 270 
1 part malt + 8 parts cereals 240 200 160 115 


The dextrinizing power of various mixtures of malt meal and meals 
of the different cereals are shown in Table 8. It can be seen that a remark- 
ably higher dextrinizing power was found in the meal mixtures than 
might be expected. In the mixture ratio 1: 2, 570 units were obtained, 
when wheat was included in the mixture, while 325 units could be 
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expected, i.e. 1/, of the malt’s dextrinizing power, as the dextrinizing 
power of wheat was insignificant. The different types of grain used, 
especially wheat, rye and barley contain active B-amylase in considerable 
quantities, while «-amylase is formed or set free from an inactive com- 
plex only during germination (KzRR 1950, Myrpicx et al. 1950). Deter- 
minations were made of the saccharifying power, a result mainly of the 
activity of 6-amylase in the different cereal meals used (Table 9). Wheat 
showed the highest activity of free or free + bound f-amylase followed 
by rye, barley and oats. The differences in the dextrinizing power of the 


Table 9. Saccharifying power of the cereal meals used in series III 


Saccharifying power 


Material 
Free | Bound | Free + bound 
Wheat 436 256 692 
Rye 215 69 284 
Barley 147 91 238 
Oats 10 1 11 


mixtures of malt meal and cereal meal of different types (Table 8), can 
therefore primarily be ascribed to the variations in the activities of free 
f-amylase in the different cereals, as the dextrinization is a result of a 
combined activity of «- and 6-amylase. Probably also the bound 6-amylase 
of the cereals had some effect after activation by malt enzymes. 

Table 10 shows the meals and meal mixtures used in the ensiling series 
and the effect of the different supplements on the fermentation process. 
As the forage kept a high sugar content and therefore was easy to ensile 
the effect of the different supplements used was not so obvious, but cer- 
tain interesting observations can be made. 

That the addition of malt meal in amounts of 2.4 or 3.6°/, had a 
favourable influence on the fermentation process is shown by the fact 
that the percentage ammonia N/total N and the percentage butyric 
acid/lactic +- butyric acid were lower in these silages than in the control 
without supplement. The four cereal meals showed no good effect despite 
the fact that the quantities of meal added amounted to as much as 4.8°/,. 
The addition of 4.8°/, of malt and cereal meal in the ratio 1 : 5 resulted, 
on the other hand, in silages with larger lactic acid quantities and there- 
fore lower figures for the two quality-factors than in the silages where 
4.8°/) cereal meal alone was added. The silages with an addition of 3.6°/, 
of malt-cerea] mixtures 1: 8, 1:5 and 1:3 were all of first class quality. 
The greater the quantity of malt included in the meal mixtures, the 
higher the content of lactic acid found in the silage. 

The very good effect of malt or malt-cereal mixtures must be ascribed 
to their high amylolytic activities by which the raw starch in the meals 
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was to a high degree broken down to fermentable sugars for lactic acid 
bacteria. KNpEN et al. (1941) have shown that the activity of malt in 
hydrolysing raw wheat starch is highly correlated to its «-dextrinogenic 
activity and that «-amylase is solely responsible for the erosion of the 
outer or surface layer of the starch granule, which is much more resistant 
to amylases than the starch within. Thus intact starch granule cannot be 
attacked by B-amylase. Cereal meals, however, contain small amounts of 
starch available for B-amylase. “This available portion supposedly 
consists partly of ruptured or broken starch granules, and partly of starch 
that, due to structural peculiarities, is less resistant to amylases than 
the main portion of the starch in cereal meals” (SANDSTEDT et al. 1937). 


Table 11. Dextrinizing power of malt-wheat meal mixture extracted with distilled water 
and macerates of clover of different concentrations 


Material Extraction medium Dextrinizing power 
Malt-wheat mixture distilled water 500 
Malt-wheat mixture 10°/, macerates 800 
Malt-wheat mixture 20°/, macerates 850 
Malt-wheat mixture 40°;, macerates 925 
Malt-wheat mixture 100°/, macerates 925 


STaMBERG and Batty (1939) have also shown that raw wheat starch, 
which had been very finely pulverized by grinding for 84 hours in a rod 
mill, could easily be hydrolysed by both «- and 6-amylase. In silages with 
malt meal or malt + cereal meals the starch granules have first been 
attacked by «-amylase. By the activity of «-amylase new points of 
attack for f-amylase were produced. The decomposition of the starch 
was thus a result of the combined activities of both «- and f-amylase. As 
there were only traces of «-amylase activity in the cereal meals and as 
f-amylase found there can only insignificantly attack raw starch in the 
meals, the starch in the silages with only cereal meal did not hydrolyse 
to any notably extent. Therefore the greater part of the starch in these 
meals could not be used for lactic acid fermentation. 

Experiments to prove dextrinizing power in macerates of clover have 
been made by the author, but it has not been possible to show its existence 
in any quantities worth mentioning. It has, on the other hand, been shown 
that macerates from the plant material increase the dextrinizing power 
of a malt-cereal mixture. A mixture of 1 part malt and 2 parts wheat 
meal was extracted partly with distilled water and partly with macerates 
of clover in varying concentrations, after which the dextrinizing power 
in these solutions was measured. Table 11 shows the results of these 
measurements. From the Table it is seen that the dextrinizing power was 
considerably greater when up to 40°/, macerates was included in the 
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extraction medium, but further increase in activity did not take place 
when the extraction medium consisted of macerates alone. Enzymes 
from the plant material, probably B-amylase, would seem therefore to 
have contributed in increasing the dextrinizing power of the malt-cereal 
meal mixture, when the amount of macerates increased up to a certain 
amount, beyond which no further effect could be observed. SANDSTEDT 
et al. (1939) have shown that the addition of small amounts of B-amylase 
to starch with «-amylase, greatly increased the dextrinogenic activity 
and that the greatest activity occurred at a certain mixture ratio between 
the two amylases. According to Batny (1958) the cytoplasm in clover 
has a high content of B-amylase. 

No greater difference in the quality of silage was obtained in experi- 
ment series III as a result of the addition of various types of cereal meal 
mixed with malt meal. It was perhaps to be expected that for example 
the addition of mixtures of malt and wheat meal with higher dextrinizing 
power than the corresponding mixtures of malt and oat meal would have 
resulted in better silage qualities than when the latter meal mixtures 
were used. The reason why this was not so must be that the dextrinizing 
power in the different malt-cereal mixtures in the silage attained suffi- 
ciently high values for a strong hydrolysis of starch because of the surplus 
of 6-amylase in the plant material. 


The effect of different wheat meals, alone or mixed with malt 
meal, on the fermentation process 

The results of series II and III have shown that the starch in cereal 

meal can be made largely available to the lactic acid bacteria in silage 

by the addition of quite small quantities of malt. The experiment in 


Table 12 
Dry matter, sugar content and dextrinizing power in the supplements used in series IV 
Material Dry es | oe 1 eee 
Malt meal (6-row barley) 90,7 7,24 840 
Wheat meal 87,5 1,56 30 
Wheat flour I 87,7 1,10 15 
Wheat flour IT 87,2 0,97 trace 


series IV was performed in order to examine whether it is possible to 
use cereal meal with obvious dextrinizing power as a supplement in 
relatively small amounts without at the same time adding malt. The 
effect of the admixture of small amounts of enzyme-rich malt meal in 
the cereal meals used was also investigated. 

In the experiment, meal of two different types of wheat was added to 
the green forage. One of these had a relatively high dextrinizing power as 
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it contained a large percentage of sprout damaged grains, while the other 
consisted of sound wheat grain, harvested during dry weather conditions. 
Of the first type of wheat the meal used was partly of whole grain and 
partly of grain from which the bran had been removed—wheat flour I. 
Of the second type of wheat only meal without bran was used —wheat 
flour II. The dry matter and sugar contents of the different meals are 
shown in Table 12, as well as their dextrinizing power. The meals were 
mixed with the green forage partly alone in quantities of 2.4 and 3.6°/, 
and partly together with malt meal at different mixture ratios and at a 
total quantity of 3.6°/, (Table 13). 

The analyses of the fully fermented silages given in Table 13, show 
that the quality was very poor when 2.4°/, of the various wheat meals 
were used, and that with unsprouted wheat flour II silage quality was 
poor, even when the largest quantity, 3.6°/,, was added. An obviously 
better silage was obtained when the more enzyme-rich, sprout-damaged 
wheat meals were used in the largest quantity. This shows that even a 
rather weak dextrinizing power of the meals had a clearly positive effect. 
However, the dextrinizing power was too weak in all the wheat meals 
to ensure that the starch could be decomposed and made accessible to the 
lactic acid bacteria to such an extent that the silage produced was of 
first class quality. When mixtures of malt and wheat meals were used, 
the silage quality was clearly better. A mixture ratio of 1 part malt to 
5 parts wheat meal gave on average quite as good a preserving effect as 
mixtures with a higher percentage of malt. Mixtures of 1 part malt meal 
and 8 parts of the different wheat meals gave good results only when 
sprout damaged wheat meals were used. 


Zusammenfassung 


Die Beimischung von maBigen Mengen von Mehl verschiedener Ge- 
treidearten in Silage fordert die Milchsiuregérung nicht in nennens- 
wertem Grad, da rohe Starke nur in unbedeutendem Umfang von den 
Amylasen (hauptsachlich 6-Amylasen) des Getreidemehls oder des Griin- 
futters in fiir Milchsdurebakterien vergaérbaren Zucker hydrolysiert 
werden kann. Durch «-Amylase, welches Enzym in Malz in groBen Men- 
gen vorkommt, wird dagegen die rohe Starke derart angegriffen, daB 
dadurch in der Silage ein fortgesetzter Abbau zu Milchséure durch die 
sich dort befindenden Milchsaurebakterien erfolgt. 

Durch Beimischung verhaltnismaiBig geringer Mengen enzymreichen 
Malzmehles ist es demnach unter praktischen Bedingungen méglich, 
einen groBen Teil der Starke, welche dem Futter mit den verschiedenen 
Getreidemehlen zugefiihrt wurde, den Milchsiéurebakterien zuganglich 
zu machen. Die starke amylolytische Enzymaktivitaét bei Mischungen 
von Malz- und Getreidemehl ist ein additiver Effekt von der «-Amylase 
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des Malzes und der f-Amylase des Malzes, des Getreides und des 
Griinfutters. 
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Analyse des Lysogenisierungsvorganges 
im System Salmonella typhimurium-Phage P 22 
mit Hilfe von UV-Bestrahlung* 


Von 
HERMANN H. PRELL 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. Oktober 1960) 


Uber die zur Lysogenisierung fiihrenden Prozesse und die an ihnen 
beteiligten Funktionseinheiten von Phage und Bakterium ist in den letz- 
ten Jahren viel experimentelles Material gesammelt worden. Die zahl- 
reichen Befunde lassen jedoch noch kein hinreichend klares Bild des 
gesamten Reaktionsablaufes erkennen. Immerhin bestehen gewisse Vor- 
stellungen iiber die genischen Bedingungen des Lysogenisierungsvor- 
ganges, soweit sie durch das Phagengenom bestimmt werden (KaIsER 
1957; Levine 1957), tiber den EinfluB physiologischer Faktoren (LizB 
1953; BERTANI u. Nick 1954; Lworr, Kapuan u. Ritz 1954; BeRTaNnt 
1957; Fry 1959), den EinfluB der Inaktivierung durch UV- und Rontgen- 
bestrahlung sowie P*?-Zerfall (Lworr et al. 1954; GAREN u. ZINDER 1955; 
Stent u. Fuerst 1956; Fry 1959; KELLENBERGER, ARBER u. KELLEN- 
BERGER 1959) und den Einflu8 der Multiplizitat der Infektion (PRELL 
u. PRELL 1959). Indessen fehlt noch ein klares Bild tiber das physio- 
logische Verhalten und die strahlenbiologischen Higenschaften derjenigen 
Funktionseinheiten des infizierenden Phagen, die jeweils die lytische oder 
die lysogene Phagenentwicklung steuern. So wiesen GAREN et al. (1955) 
zwar nach, daZ UV-Schaden im P22 teilweise durch den Bakterienwirt 
reaktiviert werden kénnen, jedoch blieb der weitere Befund unerklart, 
warum die lytische und die lysogene Reaktionsméglichkeit der Phagen 
bei UV-Bestrahlung jeweils mit verschiedener Kinetik inaktiviert werden. 
PRELL (1960) konnte indessen zeigen, da sowohl lytisches als auch lyso- 
genes Infektionsvermogen nach UV-Inaktivierung mehrfachreaktivierbar 
sind; die DNS des P22 ist also bei der Veranlassung lytischer oder lyso- 
gener Phagenentwicklung in gleicher Weise rekombinierbar wie die DNS 
der virulenten T-Phagen. — Bei dieser Sachlage schien es aussichtsreich, 


* Bin Teil der Versuchsergebnisse wurde bereits in einer Habilitationsschrift an 
der Naturwissenschaftlichen Fakultét der Johann Wolfgang Goethe-Universitat 
Frankfurt am Main niedergelegt. 
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mit Hilfe der UV-Bestrahlung freier P 22-Phagen und sorgfaltiger Analyse 
der Inaktivierungskinetik neue Einblicke in die am Lysogenisierungs- 
prozeB beteiligten Strukturen von Phage und Bakterium zu gewinnen und 
diese mit den bereits bekannten Tatsachen der Physiologie der Phagen- 
entwicklung zu verkniipfen. 


Material und Methodik 


a) Bakterien. Alle Lysogenisierungsversuche wurden an einer tryptophan- 
bediirftigen Mutante T'ry8~ von Salmonella typhimurium LT, unternommen. Nach 
16stiindiger Ubernachtkultur in Bouillon bei 37°C und starker Durchliiftung wurden 
die Zellen geerntet, in P-Puffer gewaschen und, falls nicht besonders erwahnt, in 
einer Dichte von 1,2 - 109 Zellen/ml in P-Puffer suspendiert und bis zu Versuchs- 
beginn im Eisbad gehalten. 

b) Phagen. P 22, Wildtyp (Triibplaque) H 1, wurde angereichert auf Salmonella 
typhimurium LT 2 (Wildtyp). Das Lysat enthielt nach Waschen und Suspendieren 
in P-Puffer sowie steriler Filtration 5 - 10!° Plaquebildner/ml (,,Weichagartiter“, 
PRELL et al. 1959). 

c) Lysogenisierungsversuch. 0,2 ml 3 min bei 37°C oder 25,5°C vorgewarmter 
Bakteriensuspension wurden mit 0,2 ml einer in P-Puffer verdiinnten Phagen- 
suspension versetzt. Zur Vermeidung von Mehrfachinfektionen — auch mit uv- 
inaktivierten Phagen — wurde die Multiplizitat der Infektion, d.h. das Verhaltnis 
aktiver bzw. inaktiver Phagen je Bakterium, gleich 0,01 gewahlt. Nach 10 min 
Adsorptionszeit bei 37° C oder 25,5° C (mindestens 95°/, der Phagen adsorbiert) wurde 
die Mischung in Anti-P22-Serum mit Bouillon verdiinnt (4 bzw. 5 min bei 37°C bzw. 
25,5°C belassen; 10~* bzw. 10~? iiberlebende freie Phagen), dann weiter verdiinnt 
und in 2 ml Weichagar mit 7'gal~ als Indikator auf Bouillonagarplatten mit Galak- 
tosezusatz ausgegossen. Die Zahl der Infektionen je Platte betrug zwischen 50 und 
100; 4—6 Parallelplatten wurden angelegt. Ein lytisch infiziertes Bakterium bildete 
nach etwa 6 Std einen triiben Plaque, wahrend die iiberlebenden, galaktose- 
vergirenden 7'ry8—-Zellen nach 36 Std in einem dichten Hintergrund der im Wachs- 
tum benachteiligten 7'gal~-Zellen (unfahig zur Galaktosevergarung) als gut erkenn- 
bare Papillen erschienen. Die lysogenen unter ihnen waren von den alysogenen durch 
einen deutlichen Lysishof unterschieden. Um mit Sicherheit von allen lysogenen 
Kolonien Phagenproduktion zu erhalten, wurden 8 Std nach dem Versuch alle 
Platten zur Induktion mit UV (2 sec, 30 cm Abstand) bestrahlt; auBerdem erhielten 
Platten mit besonders dichter 7'ry8~-Einsaat (Versuchsreihen mit Phagen, die auf 
< 25°/) tiberlebendes Infektionsvermégen inaktiviert waren) den doppelten 
Galaktosezusatz. 

d) UV-Bestrahlung. Die Phagen wurden in Konzentrationen von 1: 10® bis 
1,210’ /ml, die Bakterien bei der Dichte von 2 - 108/ml unter sténdiger Durch- 
mischung bestrahlt. Strahlungsquelle war eine Osram HNS 12 Hg-Niederdruck- 
lampe (fast ausschlieBlich Ausstrahlung der Linie 2537 A) in 30 cm Abstand. Die 
Dosisleistung betrug dabei 30,1 erg - mm~?- sec. 

e) Medien. P-Puffer: 1,5 g Na,HPO,-H,O; 1,5 g KH,PO,; 4,0g¢ NaCl; 5,0¢ 
K,SO,; 0,25 g MgSO,-7H,0; 0,01°/, Gelatine; 1000 ml dest. Wasser; px 6,6. — 
Bouillon: 8,0 g Difco nutrient broth und 4,0 g NaCl auf 1000 ml dest. Wasser. — 
Bouillonagar: 8,0 g Difco nutrient broth, 1,0 g NaCl und 15,0 g Agar auf 1000 ml 
dest. Wasser. Fiir den Bouillonagar mit Galaktose wurde dem fertigen, aufgeschmol- 
zenen Medium 4,8 g Galaktose und 2,0 g K,HPO, in steriler Lésung zugesetzt. — 
Weichagar: 3,8 g Difco nutrient broth, 5,0 g NaCl und 7,2 g Agar auf 1000 ml dest. 
Wasser. Alle Versuche wurden zur Vermeidung von Photoreaktivierung bei Gelblicht 
durchgefiihrt. 
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Ergebnisse 


Bestrahlt man den gemaBigten Phagen P22 (Wildtyp) mit UV, ad- 
sorbiert die bestrahlten Phagen an stationare Try8--Zellen in Multi- 
plizitét < 1/100 und plattet danach die gebildeten Komplexe (infizierte 
Bakterien) auf Indicatorplatten mit T'gal- als Indicator (siehe Methoden) 
aus, so beobachtet man bei zunehmender UV-Dosis folgendes (Abb.1; 
Darstellung eines einzelnen Bei- 
spiels aus vielen derartigen Ver- 
suchen): 


1. Die Infektionen (= Summe der 


ausgezihlten Lysen + Lysogeni- ez 
sierungen), werden nach einer Mehr- 8 
treffbereichsfunktion mit etwa 2 bis < 
3 Treffbereichen inaktiviert. S 

2. Die Lysogenisierungen, ausge- i 
a 


driickt in Prozenten der gesamten 
Infektionen bei der Dosis 0, 
nehmen zunachst rasch eintreffer- 
artig ab; sodann biegt die Inakti- 
vierungskurve jedoch in eine Gerade 

: é : COMMON CO 80. 
mit geringerer Endneigung um, die sec UV 


G7 


700 120 740 


exakt der Endneigung der Mehr- 
treffbereichskurve fiir die Inakti- 
vierung der Infektionen gleicht. Die 
erhaltene Kurve hat mithin einen 
Verlauf, wie er formal bei der In- 
aktivierung einer Phagenpopulation 
mit zwei Sorten von Partikeln 
unterschiedlicher UV-Resistenz des 


Abb.1. UV-Inaktivierung von P 22. P22 wurden 
mit verschiedenen Dosen UV bestrahlt und 
innerhalb 10 min an gewaschenen, in P-Puffer 
suspendierten stationiren Zellen von Try8- bei 
37° Cadsorbiert. AnschlieSend wurden innerhalb. 
4min die freien Phagen durch Verdiinnung in 
Bouillon + Antiserum inaktiviert (10-3 Uber- 
lebende) und die Komplexe zusammen mit 
Tgal- als Indicator in Weichagar ausgeplattet. 
Die Multiplizitét der Infektion war < 0,01. Die 
Summe aus Lysen(V) und Lysogenisierungen 
(Q) wurden als Infektionen (}) eingezeichnet. 


Ausgezogene Kurven: interpolierte experimen- 
telle Werte; gestrichelte Kurven: fiir abortive 
Lysogenisierungen korrigierte Werte; gepunk- 
tete Geraden: Verlauf der graphisch ermittelten 
Inaktivierungsfunktionen e~**P und e-r:?:2D 


Lysogenisierungsvermogens zu _ er- 
warten ware. 

3. Die Lysen (= Plaques; ausge- 
driickt in Prozenten der gesamten 
Infektionen bei der Dosis 0) steigen bei geringen UV-Dosen an und fallen 
danach parallel der Inaktivierungskurve fiir die gesamten Infektionen ab. 


Daim Bereiche geringer UV-Dosen die Lysogenisierungen abnehmen, die 
Lysen indessen zunachst sogar zunehmen, ist zu folgern, da das Gleichge- 
wicht zwischen lytischen und lysogenen Infektionen zuwngunsten letzterer 
verschoben wird. (Die gleiche Folgerung zogen bereits GAREN et al. (1955) 
aus einem nicht naher analysierten Experiment.) Mit anderen Worten: die 
UV-Bestrahlung vermindert die Lysogenisierungswahrscheinlichkeit K (bei 


Pret et al, 1959 als kyy, bezeichnet) eines einzelnen infizierenden Phagen. 
12% 


=~ Ss 
SET 


Lysogenisierungshaurigkelt 
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A. Inaktivierung des Lysogenisierungsvermogens 
Die Inaktivierungskurve fiir Lysogenisierungen besteht aus der Summe 
von zwei Kintrefferfunktionen, da keinerlei Andeutung eines konvexen 
Kurvenverlaufes zu erkennen ist. Der steile Anfangsteil entspricht vor- 
‘ wiegend der Funktion e~* , der flachere Endteil folgt der Funktion e~”* *?; 
r (< 1) bezeichnet den Dosisreduktionsfaktor, um den der ,,resistentere“ 
Populationsanteil inaktivierungsunempfindlicher ist als der ,,sensible“, 
und i die Inaktivierungs- 


cer | | wahrscheinlichkeit je Dosis- 


einheit D. Ein Ansatzpunkt 
fiir die Zuordnung dieser 
formalen Reaktionsablaufe 
zu bestimmten Anderungen 
innerhalb der bestrahlten 
Phagenpopulation —_ergibt 
sich aus folgender Opera- 
tion: Driickt man die nach 
verschiedenen UV-Dosen 

LY iiberlebenden Lysogeni- 
4 Aetna Sas Ante — rtd 0 20  sierungen nicht in Prozenten 


Abb.2. Verdinderung der relativen Héiiufigkeit von Lyso- der Infektionen bei der Dosis 


genisierungen unter allen tiberlebenden P 22-Infektionen nach Null sondern in Prozenten 
UV-Bestrahlung. Die experimentellen Daten der Abb.1 4 ¥ ' ae 
wurden als Veriinderung der Lysogenisierungshiiufigkeit in der bei der jeweiligen UV- 


der bestrahlten Phagenpopulation (®) dargestellt. Aus- * mn 
gezogene Kurve: Interpolierte experimentelle Werte; ge- Dosis noch iberlebenden 


strichelte Kurve: fiir abortive Lysogenisierungen korri- Infektionen aus, so erhalt 
gierte Werte. Die gepunkteten Geraden bezeichnen den : : 9 
jeweiligen reinen Abfall der Lysogenisierungen nach Abzug man die in Abb. 7 dar- 


der ,,Restlysogenisierungen‘‘ gestellte Kurve. Da _ bei 

dieser Darstellungsart ein 

Verlust an Lysogenisierungen durch die Inaktivierung des gesamten 
Infektionsvermégens eines Phagen (also Lysogenisierungs- und Ly- 
sierungsvermoégen) eliminiert wird, erhailt man lediglich die uv-induzierte 
Verminderung der Lysogenisierungen unter den jeweils noch infektions- 
fihigen Phagen, d.h. die durch zunehmende UV-Bestrahlung erzeugte 
Verminderung der Lysogenisierungshdufigkeit innerhalb der Phagenpopu- 
lation. Diese Abnahme verlauft bei geringen Dosen eintrefferartig, miindet 
bei héheren Dosen jedoch in eine Waagerechte ein. Im Bereich der Waage- 
rechten ist das Lysogenisierungsvermégen der bestrahlten, iiberlebenden 
Phagen offenbar uv-resistent. Durch die UV-Bestrahlung werden also 
Phagen mit hoher Lysogenisierungswahrscheinlichkeit K in solche mit 
niedriger ,,Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit k ,,umgewandelt“‘, 
wobei K bereits durch einen einzigen UV-Schaden im Phagen auf k ver- 
mindert wird, wihrend sich k seinerseits selbst bei hohen Dosen als uv- 
resistent erweist. Die beziiglich der Lysogenisierungswahrscheinlichkeit 


Ee he take aes ae at ome ——-——+-- 


ce Restysogenisierungswahrscheinlichkeit” 
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ursprtinglich einheitliche Phagenpopulation (Wahrscheinlichkeit K) wird 
demnach zunichst durch die UV-Bestrahlung in eine gemischte 
Population mit den Lysogenisierungswahrscheinlichkeiten K und k 
umgewandelt. Erst bei hohen Dosen sind dann alle Phagen in solche mit 
Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit k umgewandelt. — Die nahe- 
liegende Vermutung, da8 die Population bereits urspriinglich aus 
Phagen mit Lysogenisierungswahrscheinlichkeiten K und k besteht, 
kann ausgeschlossen werden; denn der Anteil der Phagen mit & variiert 
mit den physiologischen Bedingungen des Lysogenisierungsversuches. 

Die eintrefferartige Umwandlungsfunktion fiir K in k wird deutlich 
erkennbar, wenn man von den bei den verschiedenen Dosen experimen- 
tell ermittelten Lysogenisierungshaufigkeiten die ihnen jeweils iiber- 
- lagerte Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit & abzieht. Man erhalt 
dann die in Abb. 2 gepunkteten Geraden [jeweils mit oder ohne Korrektur 
fiir abortive (siehe unten) Lysogenisierungen]. Unter normalen physio- 
logischen Bedingungen in Bouillon (siehe Methoden) betrug k in sechs 
verschiedenen Versuchen zwischen 0,02 und 0,04, wahrend K, die Lyso- 
genisierungswahrscheinlichkeit ungeschadigter Phagen, zwischen 0,58 
und 0,34 schwankte. Entsprechend dieser Umwandlung von K in k wird 
die Lysierungswahrscheinlichkeit erhéht: Der relativen Verminde- 
rung lysogener Infektionen entspricht also eine relative wie auch absolute 
(Abb.1) Erhéhung der lytischen Infektionen. 

Die in Abb.1 dargestellte Uberlebenskurve lysogener Infektionen 
innerhalb der bestrahlten Phagenpopulation setzt sich mithin zusammen 
aus der Uberlagerung zweier Inaktivierungsablaufe, die jeweils durch 
einen einzigen UV-Schaden erzeugt werden kénnen: 1. Die Verminde- 
rung der Ausbeute an lysogenen Infektionen durch vollstandige 
Inaktivierung des Phagen nach der Funktion e"*’? und 2. die 
Verminderung lysogener Infektionen zugunsten lytischer infolge der 
Verringerung von K auf k plus die Inaktivierung nach der Funktion 1, 
welches zusammen die Funktion e'” ergibt. Daraus folgt: Bei geringen 
UV-Dosen (< 20sec) dominiert in der Inaktivierungskurve die Um- 
wandlung der Lysogenisierungswahrscheinlichkeit K in k. Bei Dosen 
von > 60sec UV haben mithin praktisch alle Phagen der Population 
durch einen oder mehrere UV-Schaden in der wirtsreaktivierbaren 
Region B bereits die verminderte bzw. unter den gegebenen Bedingungen 
 geringstmégliche Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit &, und sie 
werden von nun an nach der Funktion e’*’? véllig infektionsunfahig 
gemacht. Die Kurve verlauft damit auch parallel zum linearen Endteil der 
Inaktivierungskurve der gesamten Infektionen (Abb. 1). Im Anfangsteil ist 
letztere allerdings nicht ebenfalls linear, wie eigentlich zu erwarten, son- 
dern mehrtreffbereichsartig gekriimmt. Dies ist jedoch nur die Folge von 
in Lysen umgewandelten abortiven Lysogenisierungen, wie im Abschnitt B 
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zu zeigen sein wird; ermittelt man die abortiven Lysogenisierungen und 
bezieht sie in den Inaktivierungsverlauf mit ein, so erhaélt man die in 
Abb.1 gestrichelt eingetragenen Kurven fiir Lysen, Lysogenisierungen 
und die Summe beider, die gesamten Infektionen. 

Da der Funktion e-*’? die UV-Empfindlichkeit der gesamten DNS des 
P22 zugrunde liegen diirfte, muB rein formal geschlossen werden, daB fiir 
die Jangsamer, nach der Funktion e~"’*’? verlaufende Inaktivierung der 
Lysogenisierungen mit Wahrscheinlichkeit k— ebenso wie fiir die In- 
aktivierung des gesamten Infektionsvermégens (Lysen + Lysogeni- 
sierungen) — entweder nur der kleine DNS-Bereich r verantwortlich 
sein kann oder zwar die gesamte DNS, jedoch mit einer Dosisreduktion 
um den Faktor r. Letztere Alternative erscheint plausibler, da es sich ja 
bei K und k um die Inaktivierung der gleichen Funktion des P22 handelt, 
namlich die Lysogenisierung. 

Bei P22 und dem Z£. coli-Phagen A konnte bereits eine derartige Dosis- 
reduktion nachgewiesen werden (GAREN et al. 1955; KELLENBERGER u. 
WEIGLE 1958), da ein Teil der UV-Schaden der Phagen durch das Wirts- 
bakterium reaktiviert werden kann. Nach einer experimentell gut fun- 
dierten Theorie wird diese WR durch Rekombination zwischen geschadig- 
ter Phagen-DNS und ungeschadigter homologer Bakterien-DNS 
bewerkstelligt (StmnT 1958). Bereits GAREN et al. (1955) konnten wahr- 
scheinlich machen, da8 die auffallig groBe UV-Resistenz einer Klarplaque- 
mutante des P22 im Vergleich zu ihrem DNS-Gehalt und dem des Coli- 
phagen T2 auf einer rekombinativen Wirtsreaktivierung (WR) der UV- 
Schaiden beruht; denn nach Verhinderung der WR durch Bestrahlung 
der Bakterien erhielten die Autoren eine Inaktivierungsfunktion fiir 
bestrahlte P22, die ihrem DNS-Gehalt entsprach. 

Die in beiden Dosisbereichen unterschiedlichen Inaktivierungsfunk- 
tionen kénnen nun ebenfalls auf der Basis einer WR erklart werden. Wie 
unten zu zeigen sein wird, fiihrt dies trotz der Verwendung einer vdllig 
anderen Versuchsanordnung als bei GAREN et al. (1955) zu quantitativ 
gleichartigen Aussagen. Die unter Zugrundelegung einer rekombinativen 
WR sich ergebende Modellvorstellung sei im folgenden  skizziert: 
Die Inaktivierungsfunktion mit der starken UV-Empfindlichkeit ent- 
spricht der gesamten tatsaichlichen UV-Empfindlichkeit der DNS, 
ohne dafi eine WR der Schiden stattgefunden hat. Unter dieser 
Voraussetzung beschreibt die steile Inaktivierungsfunktion e-*? die 
, wahre Empfindlichkeit der gesamten Phagen-DNS. Die Funktion 
e"'*'P welche die Inaktivierung der Phagen mit uv-unempfindlicher 
Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit k beschreibt, entspricht dem- 
jenigen Bruchteil der gesamten Schiden, der keine WR erfahren kann. 
Diese nicht reaktivierbaren Schaéden befinden sich innerhalb der 
Phagen-DNS in einer speziellen Region A (GaAREN et al, 1955), die jedoch 
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nicht notwendigerweise eine durchgehende Struktur darstellen muB. Wenn 
man annimmt, daf die reaktivierbaren Schaden in einer Region B 
liegen und zu 100°/, rekombinativ reaktiviert werden kénnen, dann ent- 
spricht der Anteil der Region A am gesamten uv-empfindlichen Material 
des Phagen (Region A und B)dem Dosisreduktionsfaktor r. — Dieser betrug 
in unseren Versuchen unter verschiedenen physiologischen Bedingungen 


Tabelle 1. Hohe Lysogenisierungswahrscheinlichkeit K, niedrige Lysogenisierungs- 
wahrscheinlichkeit k (= Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit ) und Dosisreduktions- 
faktor r bet P22 unter verschiedenen physiologischen Bedingungen 


Versuch Behandlung k K r 
51 37°C 2,5 50,5 0,259 
63 37°C 3,1 34,3 0,259 
69 37°C 2,1 43,4 0,268 
70 37°C 2,6 57,9 0,277 
a is °C 3,9 48,5 0,250 

25,5°C 2,4 43,7 0,250 
79 ited 333 38,6 0,271 

37°C; 5 sec UV auf Bakterien vor Infektion 2,6 2551 0,271 
81 pe 3,0 Byes) 0,262 

37°C + 5 min CMP?! 8,0 63,0 0,262 
84 37°C 4,0 46,0 0,266 

37°C + 5 min CMP? 7,5 78,2 0,266 
79 37°C 1,7 36,2 0,234 

37°C + 10 min CMP? 16,0 79,3 0,234 

37°C; ermittelt aus dem einzigen gleich- 

artigen Versuch von GAREN u. ZINDER 

(1955); logarithmisch wachsende LT,- 

Zellen 19 50 0,28 


1 CMP = Chloramphenicol; 25 g/ml in Bouillon; es wurde geboten 5 min nach 
Ubertragung der Komplexe aus der Adsorptionsmischung in Bouillon + Antiserum. 


im Mittel 0,26 (Tab.1). GaRrEN et al. (1955) bestimmten den nicht wirts- 
reaktivierbaren Anteil des uv-empfindlichen Materials einer Klarplaque- 
mutante des P22 (Verlust des Lysogenisierungsvermégens) zu etwa 0,25, 
indem sie die WR-Kapazitat der Wirtsbakterien durch UV-Bestrahlung 
zerstorten; auf solchen WR-unfahigen Bakterien erschien also die UV- 
Empfindlichkeit des P22 viermal gréBer. Die quantitative Ubereinstim- 
mung der auf so verschiedenen Wegen bestimmten wirtsreaktivierbaren 
Genomanteile des P22 kann als zwingender Hinweis dafiir gewertet 
werden, daB in beiden Versuchen die rekombinative WR der uv-gescha- 
digten Region B des Phagen erfaBt wurde. 

Angewendet auf die Inaktivierung der Lysogenisierungen durch UV- 
Bestrahlung des P22 la8t sich mithin folgendes Bild entwerfen: Erleidet 
ein Phage durch UV-Bestrahlung in Region B einen Schaden, so wird 
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dieser durch homologes genetisches Material des Wirtsbakteriums rekom- 
binativ reaktiviert. Der Phage hat damit zwar sein Infektionsvermogen 
wiedererlangt, d.h. er tiberlebt den Schaden; sein Infektionsvermégen ist 
jedoch qualitativ verindert: Er kann nicht mehr mit der hohen Wahr- 
scheinlichkeit K lysogenisieren, sondern nur noch mit der geringen Rest- 
lysogenisierungswahrscheinlichkeit k, waihrend die lytischen Infektionen 
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Abb. 3. UV-Inaktivierung des Lyso- 
genisierungsvermdgens des P 22. Von 
den bei verschiedenen UV-Dosen 
(mittlere Trefferzahl je Phage) ex- 
perimentell erhaltenen Lysogeni- 
sierungshiufigkeiten wurde die 
graphisch ermittelte Restlysogeni- 
sierungswahrscheinlichkeit & abge- 
zogen. Die verschiedenen Symbole 
entsprechen Werten aus sechs Ver- 
suchen unter gleichen Bedingungen 
wie in Abb.1. Ausgezogene Kurven: 
aus 10 Versuchen durch Mittelwerts- 
bildung errechnete UV-Empfind- 
lichkeiten fiir die DNS-Regionen A, 
BundA +B 


infolge dieser Gleichgewichtsverschiebung 
um einen entsprechenden Betrag zunehmen. 
Verwendet man also als Kriterium fiir 
die Eigenschaften eines UV-Schadens in 
Region B die Restlysogenisierungswahr- 
scheinlichkeit k, so erscheint der Schaden 
vollstandig reparabel; dient zur Beschrei- 
bung jedoch die normale Lysogenisierungs- 
wahrscheinlichkeit K, so erscheint der 
Schaden nicht reaktivierbar. — Ereignet 
sich die UV-Schadigung in Region A, was 
jedoch wegen ihrer geringen Ausdehnung 
entsprechend dem Dosisreduktionsfaktor r 
seltener eintreten wird, dann ist der Schaden 
nicht reparierbar: der Phage verliert seine 
gesamte Infektionsfahigkeit, d.h. sowohl 
das Lysierungs- als auch das Lysogeni- 
sierungsvermogen (siehe Abb. 1, Parallelitat 
der Infektions- und Lysogenisierungsinak- 
tivierungskurve bei UV-Dosen > 60 sec). 
Die GréBen der Regionen A und A + B 
lassen sich aus den Neigungen der beiden 
Eintrefferfunktionen in Abb. 1 (gepunktete 
Linien) bestimmen. Setzt man die Neigung 
der Inaktivierungsfunktion von Region 
A + B gleich 1, so ergibt sich, wie bereits 
erwihnt, die Neigung fiir Region A allein 
als Dosisreduktionsfaktor von r= 0,26. Die 
Inaktivierungsfunktion von Region B weist 
dementsprechend die Neigung 0,74 auf. Dies 
ergibt sich aus Abb.3 (Punkte aus sechs 


verschiedenen Versuchen). Dort wurde die nicht wirtsreaktivierbare 
Verminderung der Lysogenisierungshaéufigkeit K innerhalb der iiber- 
lebenden Phagenpopulation (d.h. also bei Phagen mit ungeschadigter 
Region A) unter Eliminierung der Restlysogenisierungen (S. 74) 
mit zunehmender Dosis aufgetragen, mit anderen Worten, es wurden 
die noch ,,iiberlebenden“‘ bzw. ungeschidigten RegionenB in der 
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bestrahlten Phagenpopulation bestimmt. Als Dosiseinheit diente, da 
die Bestrahlungszeit fiir eine Inaktivierungsdosis (e-!) nicht in allen 
Versuchen vollig gleich war, die mittlere Zahl UV-Schaden je Phage. 
Letztere war fiir jeden einzelnen Versuch abzuleiten aus der N. eigung der 
Inaktivierungsfunktion e~*’? (Abb. 1, steile gepunktete Linie), d. h. der 
Empfindlichkeit der Regionen A + B (Abb.3). Jedes Symbol in Abb.3 
entspricht dabei einem gemessenen Versuchspunkt, von dem jedoch die 
in jedem einzelnen Versuch graphisch bestimmte mittlere’ Restlyso- 
genisierungswahrscheinlichkeit (siche Abb.2) abgezogen wurde. Wenn 
man in Rechnung setzt, daB hier einzelne, besonders bei héheren UV- 
Dosen mit erheblichen Fehlern belastete Einzelwerte (Lysogenisierungs- 
prozentsatze von 2—5°/, bei 50—100 Komplexen je Platte, korrigiert 
fiir eine wie in Abb. 2 ermittelte Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit) 
mit einem Mittelwert aus sechs ganz verschiedenen Versuchen verglichen 
werden, dann streuen die Punkte mit befriedigender Genauigkeit um die 
theoretisch erwartete Neigung fiir 1 —r = 0,74. Die in Abb.2 gepunkte- 
ten Geraden des einzelnen Versuches ergaben sich aus der gleichen 
Berechnung innerhalb eines einzelnen Versuches, nur wurden sie dort als 
der Prozentsatz lysogen, mit Lysogenisierungswahrscheinlichkeit K in- 
fizierender Phagen aufgetragen,in Abb.3 jedoch als Prozent ,,iiberlebende 
Region B“. 

Die verschiedenen Wahrscheinlichkeiten fiir eine UV-Inaktivierung der 
zwei DNS-Regionen des P 22 bei einer Gesamtempfindlichkeit 7 seiner DNS 
sowie die phanotypische Auspragung der Schaden 1a8t sich in folgendem 
Schema zusammenfassen : 

Tnaktivierungswahrscheinlichkeit 


aegis (1—r) -7 (Region B, reaktivierbar) 'Geschddiqter P22 

Ungeschadigter P22 Tee : 

wae (niedrige Lysogeni- 
(Hohe Lysogenisierungs- : 7 

hrscheinlichkeit K) Sere ate 
pm scheinlichkeit /) 
Inaktivierungs- Inaktivierungs- 
wahrscheinlichkeit wahrscheinlichkeit 
r-7 (Region A, nicht r-? (Region A, nicht 
reaktivierbar) reaktivierbar) 
Inaktiver P 22 


(Infektionsunfahigkeit) 


B. Inaktivierung des Infektionsvermogens 


Die Inaktivierungsfunktion der gesamten Infektionen (Abb.1 ©) ver- 
lauft merkwiirdigerweise nicht eintrefferartig, sondern entspricht einer 
Mehrtreffbereichskurve mit 2—3 Treffbereichen. Erst im _linearen 
Kurvenbereich bei Dosen > 50sec erkennt man die Parallelitat zu den Rest- 
lysogenisierungen, in deren Bereich Infektionen (Lysen + Restlysogeni- 
sierungen) und Restlysogenisierungen allein mit gleicher Wahrscheinlich- 
keit inaktiviert werden. Auffallig ist weiterhin, daB die Treffbereichszahl 


180 HERMANN H. PRELL: 


von Versuch zu Versuch wechselt und bei logarithmisch wachsenden 
Bakterien sogar auf nahezu 1 sinkt. Da bei der Inaktivierung der Lyso- 
genisierungen keine konvexe Kriimmung zu beobachten ist, mu die 
Mehrtreffbereichsabtétung der Infektionen ausschlieBlich mit der Ab- 
totung der Lysen zusammenhangen. Die Annahme, da das lytische 
Infektionsvermogen der Phagen mit grundsatzlich anderer Kinetik 
abgetotet wird als das lysogene, erscheint wenig plausibel, zumal diese 
Kinetik mit dem physiologischen Zustand des Wirtsbakteriums variiert. 
Viel iiberzeugender ist die Annahme, da die Infektionen wie die Lyso- 
genisierungen eintrefferartig abfallen, diese Kinetik jedoch durch das 
Auftreten ,,zusaitzlicher‘ Lysen iiberdeckt wird. Nach dieser Modell- 
vorstellung wiirden durch die UV-Wirkung Lysen ,,geweckt‘, die ohne 
UV nicht im Infektionstiter einer Phagensuspension auszuzihlen sind. 
In Abb.4 ist fiir den in Abb.1 dargestellten Versuch eine solche Teilung 
der Mehrtreffbereichsinaktivierung der Infektionen in eine theoretische 
Eintrefferabtétung der Infektionen und eine ihr iiberlagerte, uv-induzierte 
,,Weckung“ und Abtétung von Lysen vorgenommen. Aus der sich er- 
gebenden Maximumkurve geht hervor, daB die ,,Weckung“‘ wesentlich 
uv-empfindlicher ist als die gleichzeitig ablaufende Tétung, die ja der 
Funktion e-"’*'? folgt. 

Fiir die Aufklérung des Weckvorganges schien es sinnvoll, seine UV- 
Empfindlichkeit zu bestimmen, d.h. die Abnahme der ,,weckbaren“, 
also ,,noch nicht geweckten“ Phagen in Abhingigkeit von der UV-Dosis zu 
bestimmen. Die Gesamtzahl der weckbaren Phagen ergibt sich aus der 
Differenz zwischen den graphisch ermittelten Uberlebenden der theo- 
retischen Eintrefferinaktivierung fiir simtliche vorhandene Phagen 
(= zur Dosis 0 riickextrapolierte Mehrtreffbereichskurve der experimen- 
tellen Infektionsinaktivierung, wobei die Treffbereichszahl n gleich 100 °/, 
Phagen bei Dosis 0 eingesetzt wurde) und den experimentell bestimmten 
tiberlebenden Infektionen. In Abb.5 sind die entsprechenden experimen- 
tellen Punkte aus sechs verschiedenen Versuchen eingetragen; die ge- 
strichelte Linie stellt die graphische Interpolation der experimentellen _ 
Werte dar. Ihre Endneigung ist geringer als die der gesamten Strahlen- 
empfindlichkeit des Phagen (Region A+B), jedoch gleich der fiir 
Region B. 

Welche Schliisse gestattet diese Feststellung? Limp (1953) hatte am 
System H.coli-Phage / gezeigt, dafs bei Temperaturen iiber 37° C lysogene 
Infektionen abortiv verlaufen kénnen. Im Abschnitt A unserer Arbeit 
war nachgewiesen worden, dafs durch UV-Bestrahlung der Phagen poten- 
tielle Lysogenisierungen in Lysen umgewandelt werden kénnen. Macht 
man nun die durchaus plausible Annahme, da8 unter unseren Versuchs- 
bedingungen ein gewisser Prozentsatz der lysogenen Infektionen abortiv 
verlauft, dann zaihlt man also im Lysogenisierungsversuch ohne voraus- 
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gehende UV-Bestrahlung der Phagen ,,zu wenig‘‘ Infektionen. Bei Appli- 
zierung geringer UV-Dosen, die noch keine wesentliche Phageninakti- 
vierung zur Folge haben, werden jedoch potentielle und damit auch ein 
groBer Anteil der spater abortiv verlaufenden Lysogenisierungen in Lysen 
umgewandelt. Dadurch wird aber die Zahl der auszahlbaren Lysen 
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Abb. 4. ,,Weckung‘‘ zusdtzlicher lytischer Infektionen aus potentiell abortiv lysogenisierenden P22 durch 
UV-Bestrahlung. Umrechnung der experimentellen Werte des Versuches aus Abb.1. © Infektionen 
(Lysen + Lysogenisierungen); ausgezogen: interpolierte Kurve. V Durch UV-Bestrahlung in 
lytische Infektionen umgewandelte, potentiell abortiv lysogen infizierende P22; gestrichelt: aus der 
Infektionskurve errechnete ,,Weckkurve‘., d.h. ,,zusitzliche‘‘ Lysen. Gepunktet: theoretische 
Fintrefferinaktivierung ohne Anwesenheit potentiell abortiv lysogenisierender Phagen 


Abb.5. UV-Inaktivierung des abortiven Lysogenisierungsvermigens von P22, Die verschiedenen Sym- 

bole stellen die aus sechs Versuchen errechneten experimentellen Werte fiir die Inaktivierung abortiv 

lysogener Infektionen dar (gleiche Versuche und Symbole wie Abb.3). Gestrichelte Kurve: graphisch 

interpolierte Versuchswerte; ausgezogene Kurven: errechnete UV-Empfindlichkeiten fiir die 
DNS-Regionen A, B und A + B wie in Abb.3 


starker erhoht als lediglich durch eine Verschiebung des Gleichgewichtes 
zwischen Lysen und Lysogenisierungen. 

Wenn diese Hypothese zutrifft, sollte erwartet werden, daB die UV- 
Empfindlichkeit des ,,Weckvorganges“ gleich derjenigen der Region B 
ist; denn nur Treffer in Region B vermégen eine potentielle Lysogeni- 
sierung (abortiv oder normal verlaufend) in eine Lyse zu verwandeln. 
Es 1a8t sich auch tatsichlich zeigen (Abb.5), da die experimentell 
bestimmte UV-Empfindlichkeit dem theoretisch fiir Region B erwarteten 
Wert von 1—r entspricht. Die relativ groBe Streuung der experimentellen 
Punkte bei hoheren UV-Dosen erklart sich aus methodischen Schwierig- 
keiten. Die im Anfangsteil der Kurve beobachtete leicht konvexe 
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Kriimmung wird dadurch verursacht, daB nicht alle abortiven Lysogeni- 
sierungen durch UV-Schaden in Region B in Lysen umgewandelt werden, 
sondern nur der Anteil (K—k)/K; es bleiben mithin entsprechend der 
Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit & noch einige abortive Lysogeni- 
sierungen ,,ungeweckt“. 

Aus diesem Ergebnis kann abgeleitet werden, daB abortive Lysogeni- 
sierungen vom pbysiologischen Zustand der infizierten Zelle abhangige 
,» Ungliicksfalle“ darstellen, die sich nach bereits erfolgter Entscheidung 
fiir Lysogenisierung, d.h. der Etablierung des prilysogenen Zustandes, 
ereignen. Im Gegensatz zu den Erfahrungen Liss (1953) beim Phagen / 
wird der Anteil der abortiv lysogenisierenden Phagen unter simtlichen 
Infektionen bei 25°C (10 min Adsorption + 4 min in Antiserum) nicht ge- 
ringer; die A bsolutzah| der Infektionen ist jedoch doppelt so gro8. —DaB 
die abortiven Infektionen identisch mit den bei hoher Multiplizitat von 
Luria, Fraspr, ADAMS u. Burrovs (1958) gefundenen ,,unstabilen“ 
Lysogenisierungen des P22 sind, ist ebenfalls unwahrscheinlich, da nach 
den Erfahrungen der Autoren bei37° C wesentlich mehr unstabile Klone ge- 
funden werden als bei 26°C. 


Die experimentell bestimmten Lysogenisierungen und Lysen gestatten 
also keine direkte Bestimmung der ,,wahren“‘ Lysogenisierungswahrschein- 
lichkeit K bzw. k; denn bei unbestrahlten Phagen zahlt man zu wenig Lyso- 
genisierungen aus, da die abortiven fehlen, bei UV-bestrahlten ,,zu viele“ 
Lysen (zu Lysen umgewandelte potentielle abortive Lysogenisierungen) 
und ebenfalls zu wenig Lysogenisierungen (abortive fehlen). Man kann 
indessen die experimentellen Werte entsprechend korrigieren: In Abb. 1 
sind die korrigierten Infektionen, Lysogenisierungen und Lysen gestrichelt 
eingetragen, wobei der Anteil der Lysogenisierungen unter bestimmten 
Annahmen (siehe unten) systematisch um einen Faktor F iiber der 
experimentell ermittelten Kurve liegt. 

In Abb.2 ist in entsprechender Weise die Verainderung der Lysogeni- 
sierungshaufigkeit innerhalb der bestrahlten Phagenpopulation unter 
Kinsetzung der ,,wahren“ Inaktivierungswerte eingezeichnet (ge- 
strichelte Kurve). — Diese Korrekturen andern natiirlich nichts an den 
Neigungen der Inaktivierungskurven; alle UV-Empfindlichkeitsbestim- 
mungen bleiben davon unberiihrt, und es ist gleichgiiltig, ob sie an un- 
korrigierten oder korrigierten Inaktivierungskurven gewonnen wurden. 
Lediglich K und k werden etwas erhéht, was jedoch die aus ihnen ab- 
geleiteten Schliisse nicht beeintriachtigt. 


Den Rechenoperationen fiir die Korrekturen liegen folgende Uberlegungen zu- 
grunde: Bei den lysogenen Infektionen wurde angenommen, daB sie alle einen kon- 
stanten Anteil an abortiv verlaufenden Infektionen enthalten; um diesen Faktor F 
liegen die ausgezahlten Lysogenisierungen unter der Anzahl der gesamten eingeleite- 
ten Lysogenisierungen. Der Faktor F errechnet sich als (Lyg + n—1)/Lyg, wobei 
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Lyg den Anteil der direkt auszihlbaren Lysogenisierungen unter den Infektionen, n 
die experimentell bestimmte Treffbereichszahl der Infektionsinaktivierung und n—1 
den (auf die ausgezihlten Infektionen bezogenen) Anteil an abortiven (= nicht 
direkt auszahlbaren) Lysogenisierungen bezeichnet. — Die Inaktivierung der gesam- 
ten Infektionen ,welche unter EinschluB der abortiven einer Eintrefferkinetik folgen 
mu8, 1a8t sich entweder graphisch aus der fiir die Dosis null riickextrapolierten 
experimentellen Mehrtreffbereichskurve bestimmen oder aus der Funktion e-"*t'D 
ermitteln, wobei r der graphisch ermittelte Dosisreduktionsfaktor ist. — Die Lysen 
errechnen sich dann aus der Differenz zwischen den korrigierten Werten fiir In- 
fektionen und Lysogenisierungen. — Alle entsprechenden Kurven sind in Abb. 1 
gestrichelt eingezeichnet. Aus den in Abb. 1 dargestellten ,,wahren“ Inaktivierungs- 
ablaufen kann man weiterhin die ,,wahren‘‘ Lysogenisierungshaufigkeiten in der 
bestrahlten Phagerpopulation ermitteln, aus denen sich dann die ,,wahren‘‘ K 
und k ablesen lassen (Abb.2, gestrichelte Kurve). 


C. Restlysogenisierungen 


Im Abschnitt A war dargelegt worden, da8 Phagen mit einem oder 
mehreren UV-Schaden in Region B nur noch die sogenannte ,,Rest- 
lysogenisierungswahrscheinlichkeit‘‘ & besitzen und nach der Funktion 
e”*'” abgetotet werden. Daraus ergibt sich, daB k vollig UV-unempfind- 
lich ist. Dies steht in auffalligem Gegensatz zum Verhalten ungeschadig- 
ter Phagen, deren Lysogenisierungswahrscheinlichkeit K bereits durch 
einen einzigen UV-Schaden auf das jeweils ,,geringstmdgliche“ k er- 
niedrigt wird. Die einfachste Deutung dieses Tatbestandes besteht 
zunachst rein formal inder Annahme unterschiedlicher Lysogenisierungs- 
ablaufe nach Infektion mit UV-geschadigten und ungeschadigten Phagen. 
Um diese Unterschiede naher charakterisieren zu k6nnen, wurde 
versucht, & im UV-Versuch experimentell zu verandern. Aus einer ex- 
perimentellen Beeinflussung der UV-resistenten Restlysogenisierungen 
sollte sich dann ein Ansatzpunkt fiir eine Modellvorstellung ergeben, in 
der die ,,normale“ Lysogenisierung und _ ,,Restlysogenisierung‘‘ unter 
einheitlichen Gesichtspunkten eingeordnet werden kénnen. 


Die Ergebnisse des Abschnittes A hatten erkennen lassen, da8 ein 
wirtsreaktivierbarer Schaden in Region B eine mit der Wahrscheinlich- 
keit K stattfindende Lysogenisierung verhindert und nur noch eine 
Lysogenisierung mit der Wahrscheinlichkeit k zula8t. Fiir eine Lysogeni- 
sierung — zumindest mit der Chance K — ist also ein ungeschadigtes 
Phagengenom erforderlich. Wenn dies aber fiir Lysogenisierungen mit der 
Chance K gilt, ist nicht einzusehen, warum das nicht auch fiir Lyso- 
genisierungen mit Chance k, also die Restlysogenisierungen, gelten sollte; 
denn es handelt sich jeweils um die gleiche Funktion, und die entstehen- 
den lysogenen Kolonien unterscheiden sich nicht voneinander, Da aber 
bei hohen UV-Dosen praktisch alle Phagen geschadigt sind, dessen- 
ungeachtet aber weit mehr Lysogenisierungen auftreten als noch un- 
- geschadigte Phagen vorhanden sind, miissen also auch noch nach WR 
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von UV-Schaden in der Region B Lysogenisierungen méglich sein. Die 
Verhinderung der Lysogenisierung (Wahrscheinlichkeit K) kénnte dann 
aber darauf beruhen, daB die Anfangsschritte der lytischen Phagen- 
entwicklung trotz UV-Schadens in Region B des Phagen anlaufen kénnen, 
wahrend die zur Lysogenisierung bzw. zunachst zum pralysogenen Zustand 
fiihrenden Schritte erst anlaufen kénnen nach rekombinativem Ersatz 
des UV-geschadigten Phagenmaterials durch homologes Wirtsmaterial. 
Diese wegen der vorgelagerten WR sehr ,,spat‘‘ ablaufenden ,,lysogenen* 
Reaktionsschritte fiihren dabei nur noch in denjenigen Zellen zur Her- 
stellung des pralysogenen Zustandes, in welchen die lytische Phagenent- 
wicklung noch zugunsten lysogener Reaktionen unterdriickt werden 
kann (PRELL et al. 1959). Die nach UV-Bestrahlung auftretenden ,,Rest- 
lysogenisierungen‘‘ sind mithin solche ,,spaten‘‘ Lysogenisierungen 
und zeigen dementsprechend in ihrer Uberlebensfunktion als Folge der 
vorausgegangenen WR die zu erwartende Dosisreduktion um den Fak- 
tor r. — Da die Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit der tiberlebenden 
Phagen in den untersuchten Bereichen dosisunabhangig ist, ist die 
Effektivitét der WR merkwiirdigerweise unabhingig von der Zahl 
der UV-Lasionen in Region B. Bei noch hdheren Dosen, bei denen 
mit unserer Methodik jedoch keine Bestimmung der Lysogenisierungen 
mehr méglich ist, kénnte man jedoch eine Dosisabhiangigkeit von k 
vermuten; denn GAREN et al. (1955) beobachteten bei sehr hohen 
Dosen infolge der Akkumulierung von Schiden in RegionB eine 
langsame Erhéhung des Dosisreduktionsfaktors auf Werte iiber 0,25, 
d.h. eine allmahlich zunehmende Neigung der Inaktivierungskurve der 
Infektionen. 

Da die WR von UV-Schaden in Region B offenbar selektiv die zur 
Lysogenisierung fiihrenden Reaktionsschritte behindert, sollte man er- 
warten, daB umgekehrt bei einer Behinderung der lytischen Phagen- 
entwicklung, aber ungestérter Rekombination zwischen Wirt und Phage, 
die Lysogenisierungschance k der geschidigten Phagen erhéht wird. 
Kin geeignetes Stoffwechselgift fiir die Herstellung solcher Bedingungen 
ist CMP (Chloramphenicol), das nach den Untersuchungen von TomIzAwa 
u. SUNAKAWA (1956), Tomizawa (1958), HersHry, BurGru. STREISINGER 
(1958) und THomas (1959) die lytische Phagenentwicklung teilweise 
blockiert: Wahrend DNS-Synthese und genetische Rekombinationen 
zwischen verschiedenen Phagengenomen unter CMP-Einwirkung unge- 
hindert weiterlaufen, wird die Reifung der Phagen in Gegenwart des 
Giftes verhindert. Voraussetzung fiir diese Wirkung des CMP ist 
allerdings, daB es erst einige Minuten nach erfolgter Infektion der Zellen 
geboten wird, d.h. nach der sogenannten ,,friihen (early) Proteinsynthese“‘ 
(Tomizawa et al. 1956), die erst die Voraussetzung fiir eine DNS-Syn- 
these bzw. genetische Rekombinationen schafft. 
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Das Ergebnis eines UV-Inaktivierungsversuches unter Chloramphenicol- 
einflug, bei dem die Komplexe nach Adsorption in Puffer und an- 
schlieBender Inaktivierung der freien Phagen in Antiserum entweder 
5min in Bouillon oder 5 min in Bouillon + 25 ug CMP/ml gehalten 
wurden, ist in Abb.6 dargestellt. Aus dem Versuch geht folgendes hervor: 


1. Die Inaktivierung der Infektionen 
durch UV werden in Anwesenheit von 
CMP im Vergleich mit der Kontrolle 
in Bouillon nicht verdndert. 

2.K der ungeschadigten Phagen 
(Dosis 0) steigt unter CMP-Einwirkung 
von 0,37 auf 0,63, also um den Fak- 
tor 1,7 (siehe auch BERTANT 1957). 

3. Die Restlysogenisierungen liegen 
nach CMP-Behandlung’ wesentlich 
hoher. Die graphische Extrapolation 
ergibt (Prinzip wie in Abb.2) k in der 
Kontrolle gleich 0,030, in CMP 0,080; 
es tritt also eine Steigerung um den 
Faktor 2,7 ein. 

4. Die beiden Funktionen, denen 
die Abnahme der Lysogenisierungen 
folgt (e*'? und e-"’*'”), zeigen inner- 
halb der Versuchsgenauigkeit iden- 
tische Neigungen in der Kontrolle und 
unter CMP-Einwirkung. 

Daraus kann geschlossen werden, 
daB durch CMP lediglich die Lyso- 
genisierungschancen AK und k erhéht 
werden; die UV-Empfindlichkeit der 
verschiedenen DNS-Regionen sowie 
die Inaktivierungskinetik bleiben un- 
verandert. Die beobachtete Erhéhung 
der Restlysogenisierungswahrschein- 
lichkeit & durch die CMP- Wirkung kann 
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Abb. 6. UV-Inaktivierungskurven von P 22 
ohne und mit vorausgegangener Chloramphe- 
nicolbehandlung der Komplexe. P22 wurde 
mit verschiedenen Dosen UV bestrahlt und 
danach 10 min an gewaschenen, in P-Puffer 
suspendierten stationéren Zellen von T'ry8— 
adsorbiert. Die Inaktivierung der freien 
Phagen erfolgte anschlieBend durch Ver- 
diinnung in Bouillon + Antiserum (5 min, 
10-2 Uberlebende). Dann wurde der eine 
derartige Versuchsansatz fiir 5 min in 
Bouillon bei 37° C bebriitet (leere Symbole 
}, O), der andere 5min in Bouillon + 
25 ug/ml Chloramphenicol (ausgefiillte 
Symbole #,®). Die Ausplattung der Kom- 
plexe erfolgte wie tiblich (siehe Unterschrift 
Abb.1). Der Klarheit halber wurden jedoch 
nur die Infektionen (©, #) und Lysogeni- 
sierungen (0,@) eingezeichnet. Ausgezogene 
Kurven: interpolierte experimentelle 
Werte; gepunktete Kurven: Verlauf der 
graphisch ermittelten Inaktivierungs- 
funktionen e-*-? und e-7+?+? 


G7 


weiterhin als Hinweis dafiir gewertet werden, daB die ihrer Erhéhung 
zugrunde liegenden WR-Vorgange tatsachlich rekombinativer Natur sind. 

Wenn CMP die lytische Phagenentwicklung teilweise blockiert, ohne 
die genetischen Rekombinationsereignisse zu behindern, dann sollte bei 
zunehmender Dauer der CMP-Behandlung die Restlysogenisierungs- 
wahrscheinlichkeit & erhéht werden. Dies ist auch tatsachlich der Fall, 
wie aus Tab.2 hervorgeht: Das Lysogenisierungsvermégen unbestrahlter 
und mit einer Dosis von 70 sec UV bestrahlter Phagen wurde jeweils nach 
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Aufenthalt von 5, 10 und 15 min in Bouillon oder Bouillon + CMP be- 
stimmt: Wahrend k ebenso wie K mit steigender Behandlungszeit in 
Bouillon ohne CMP etwas abnehmen:(infolge des verlangerten Auf- 
enthaltes in 37°C), tritt mit zunehmender Dauer der Behandlung in 
Bouillon mit CMP eine erhebliche Erhéhung von k ein, wahrend in der 


Tabelle 2 
Einflup der Behandlung der Kompleze in Bouillon oder Bouillon +- Chloramphenicol 
(CMP) auf das Lysogenisierungsvermégen unbestrahlter und bestrahlter P22 


Bouillon Bouillon + CMP (25 ug/ml) 


Seerettr z|__Kontrolle 70 sec UV-Bestrahlung Kontrolle _ | 70 sec UV-Bestrahlung 
KAsaS k f Kdoatt i f 
5 048 | 1,00 0,038 1,00 0,79 | 1,00 0,10 1,00 
10 0,41 | 0,86 0,033 0,87 0,87 1,11 0,21 2,10 
15 0,34 | 0,72 0,025 0,65 0,84 | 1,07 0,33 3,29 


Stationére Zellen von J7’ry8- wurden nach Waschen und Suspendierung in 
P-Puffer (etwa 3,5 - 108/ml) 70 sec mit UV bestrahlt und anschlieBend mit un- 
bestrahlten P 22 (Multiplizitat der Infektion < 0,01) infiziert: nach 10min Adsorption 
in P-Puffer wurden die freien Phagen durch Verdiinnung in Bouillon + Antiserum 
inaktiviert (5 min; 10-2 Uberlebende). AnschlieBend folgte eine Bebriitung der 
Komplexe fiir 5, 10 oder 15 min in Bouillon oder Bouillon +- Chloramphenicol 
(25 ug/ml) bei 37°C. Danach wurden die Komplexe mit 7'gal~ als Indicator aus- 
geplattet und die Lysen und Lysogenisierungen ausgezahlt. Die Lysogenisierungs- 
wahrscheinlichkeiten K und k unbestrahlter bzw. UV-bestrahlter Bakterien kénnen 
unter diesen Bedingungen direkt aus der Lysogenisierungshaufigkeit innerhalb der 
infizierten Bakterienpopulation bestimmt werden. — / bezeichnet den Faktor, um 
den K bzw. k durch die Behandlungsdauer verandert wird. 


unbestrahlten Kontrolle nur ein ganz geringer Anstieg von K zu beobach- 
ten ist. Bei Behandlung von Komplexen aus verschieden stark UV- 
geschadigten P22 mit CMP fiir linger als 10 min verschwindet dann 
der in Abb.6 nach 5min CMP-Behandlung nur noch schwach aus- 
gebildete Knick in der Inaktivierungskurve der Lysogenisierungen prak- 
tisch vollig. 


D. Zusammenarbeit zwischen Phage und Bakterium 
beim Lysogenisierungsvorgang 

Die im Abschnitt C dargestellten Ergebnisse lieBen den SchluB zu, daB 
fiir die Lysogenisierung ein vollstindiges, véllig intaktes Phagengenom 
notig ist. Dabei ist es belanglos, ob der Phage vor der Infektion einen 
UV-Schaden besa oder nicht ; entscheidend ist lediglich, daB der Schaden 
so ,,rechtzeitig’* durch WR rekombinativ reaktiviert wird, da® der in- 
fizierende Phage noch den pralysogenen Zustand erzeugen und damit die 
vegetative Phagenentwicklung unterdriicken kann. Unter den ent- 
sprechenden physiologischen Bedingungen erscheint mithin auch das 
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Lysogenisierungsvermégen des geschidigten Phagen durch WR re- 
kombinativ reaktivierbar, so daB die infizierte Zelle noch lysogenisiert 
werden kann. Das Ausma8 dieser Reaktivierung ist an der Groe von kab- 
zulesen. Hs ist nun zu fragen, ob auch der umgekehrte Vorgang, d.h. eine 
rekombinative Reaktivierung der Lysogenisierbarkeit eines geschadig- 
ten Bakteriums durch einen Phagen méglich ist. Es ist ndmlich be- 
kannt, daB auch UV-Bestrahlung uninfizierter Bakterien die Lysogeni- 
sierungswahrscheinlichkeit anschlieBend infizierender Phagen vermindert 
(Lworr et al. 1954; Brrrant 1957, 1959; Fry 1959). Dieser Befund zeigt, 
da® durch den UV-Schaden im Bakterium eine physiologische Leistung 
des Komplexes verhindert wird — namlich die Lysogenisierung bzw. die 
Herstellung des priilysogenen Zustandes —, ganz analog der Folge eines 
UV-Schadens in Region B des Phagen. 

Im folgenden wurde untersucht, ob der Verminderung der Lysogeni- 
sierungshiufigkeit durch UV-Bestrahlung des Bakteriums ein Schaden 
zugrunde liegt, der umgekehrt durch genetisches Material des Phagen 
rekombinativ reaktiviert werden kann. — Im Prinzip ist bereits be- 
kannt, da8 genetisches Phagenmaterial Strahlenschaden im Bakterium 
reaktivieren kann (KELLENBERGER et al. 1958). Alle diese Befunde wur- 
den jedoch gewonnen an gemaBigten Wildtyp-Phagen unter alleiniger 
Auswertung der lytischen Infektionen bei Vernachlassigung der lysogenen 
oder an Klarplaquemutanten gemaBigter Phagen, die ohnedies nur noch 
lysieren kénnen. Es besteht indessen kein zwingender Grund fiir die 
Annahme, da eine an der Lysogenisierung beteiligte Aktivitat des 
Bakteriums in dessen Genom liegt und dariiber hinaus noch gene- 
tischem Phagenmaterial homolog ist. Die Entscheidung der Frage, ob 
eine solche Homologie besteht, ist auf zwei Wegen méglich. Auf dem 
ersten, direkten Wege fiihrt man einen Versuch gleich dem von GAREN et al. 
durch und vergleicht das Uberleben der Lysogenisierungen auf unbe- 
strahlten und UV-bestrahlten Bakterien. Da die vor der Infektion 
vorgenommene, separate Bestrahlung von Bakterien und Phagen 
die Rekombinationshaufigkeit zwischen Bakterien- und Phagen-DNS 
bei der intracellularen Phagenentwicklung erhéht, wodurch die soge- 
nannte ,,UV-Reaktivierung zustande kommt (WEIGLE 1953), sollte 
man bei bestrahlten Bakterien eine absolut hohere Restlysogenisie- 
rungswahrscheinlichkeit & erwarten. Hin entsprechender Versuch zeigte 
jedoch, daB & umgekehrt niedriger lag (Tab.1, Vers. 72). In diesem 
Versuch konnten die Bakterien jedoch, um die Lysogenisierungen noch 
einigermaBen sicher auszdéhlbar zu halten, nur 5 sec mit UV bestrahlt 
werden; es wire aber denkbar, da8 unter solchen Bedingungen dic 
UV-Reaktivierung noch so niedrig ist, daB sie durch anderweitige, 
sekundiire Strahleneffekte noch iiberdeckt ist. Die Ergebnisse von GAREN 
et al. (1955) lassen némlich bei der entsprechenden UV-Dosis nur eine 
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UV-Reaktivierung um den Faktor 1,1 erkennen; ein so geringer Effekt 
k6énnte aber leicht durch solche Nebenwirkungen iiberdeckt werden. Es 
wurde daher versucht, auf einem zweiten, indirekten Wege die gestellte 
Frage zu entscheiden. 

Falls Phagen mit ihrem genetischen Material das UV-geschadigte 
Lysogenisierungsvermégen der Bakterien rekombinativ reaktivieren 
kénnen, miiBte — wie im umgekehrten Falle ja bereits nachgewiesen — 
ebenfalls eine Restlysogenisierung bzw. Restlysogenisierungswahrschein- 
lichkeit k bei mittleren und hohen UV-Dosen auf die Bakterien nach- 
weisbar sein. Diese Restlysogenisierung miiBte — wie im umgekehrten 
Falle bei bestrahlten Phagen — auf den sogenannten ,,spaten“ Lysogeni- 
sierungen (8.184) beruhen, d.h. auf lysogenen Infektionen nach erfolgter 
Reaktivierung der UV-Schaden. Dies konnte in einem Versuch gepriift 
werden, bei welchem unbestrahlte Phagen an mit verschiedenen UV- 
Dosen bestrahlten Bakterien adsorbiert wurden und dann die Aus- 
beute an lytischen und lysogenen Infektionen ausgezahlt wurde. In Abb.7 
ist das Ergebnis dieses Versuches dargestellt; man kann daraus ableiten: 

1. Das Koloniebildungsvermégen der bestrahlten Zellen nimmt in einer 
Mehrtrefferkurve ab. 

2. Die Lysogenisierungen sinken bis zu etwa 40 sec UV eintrefferartig 
ab; bei weiterer Erhéhung der UV-Dosis scheinen sie in die Kurve des 
Koloniebildungsvermégens einzumiinden oder ihr parallel zu verlaufen; 
der Anteil der Lysogenisierungen ist jedenfalls dann so gering, daB er 
experimentell nicht mehr zu fassen ist. Ein ,,Restlysogenisierungsverm6- 
gen‘, wie es bei UV-bestrahlten Phagen zu beobachten ist, besteht offen- 
bar nicht. — Gleichartige SchluBfolgerungen kénnen aus Versuchen 
BERTANIs (1957) mit P2-Phagen von HL. coli abgeleitet werden. 

3. Die Infizierbarkeit der Bakterien als Summe aus lytischen + lyso- 
genen Reaktionen ist bis zu 70sec UV praktisch unverindert. Erst bei 
weiterer Steigerung der Dosis sinkt die ,,Kapazitit‘‘ der Bakterien (= Re- 
produktionsfihigkeit fiir infizierende Phagen), jedoch sind in diesem 
Bereich iiberhaupt keine Lysogenisierungen mehr nachweisbar (siehe 2.). 

4, Entsprechend der groBen UV-Resistenz der lytischen und der starken 
UV-Empfindlichkeit der lysogenen Infektionsreaktionen bei UV-bestrahl- 
ten Bakterien steigen die Lysen bei geringen UV-Dosen etwas an, um 
dann bei héheren Dosen praktisch mit den Werten der Infektionen zu- 
sammen zu fallen. 

Drei besonders wesentliche Schliisse seien aus diesen Ergebnissen her- 
vorgehoben: 

a) Koloniebildungs- und Lysogenisierungsvermégen der Bakterien sind 
offenbar voneinder weitgehend unabhiangige Eigenschaften, da sie ver- 
schiedene Inaktivierungskinetik aufweisen. Nichtsdestoweniger erscheint 
ihre UV-Empfindlichkeit iiberraschend ahnlich. 
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b) Die Kapazitat der Bakterien fiir lytische Infektionen ist — ver- 
glichen mit der fiir Lysogenisierungen — auf erordentlich UV-resistent 
und wird im Gegensatz zur Lysogenisierungsinaktivierung nach Mehr- 
trefferkinetik inaktiviert. Es liegen also offenbar auch hier verschiedene, 
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Abb.7. Die Inaktivierung der Lysier- und Lysogenisierbarkeit von Try8--Zellen durch UV-Bestrahlung 
der Zellen vor der Infektion mit unbestrahlten P22. Stationire Zellen von Try8- wurden nach Waschen 
und Suspendierung in P-Puffer (etwa 3,5 - 10® /ml) mit UV bestrahlt und anschlieBend mit unbestrahl- 
ten P22 (Multiplizitat der Infektion < 0,01) infiziert: Nach 10min Adsorption in P-Puffer wurden 
die freien Phagen durch Verdiinnung in Bouillon + Antiserum inaktiviert (4 min; 10~° Uberlebende) 
und die Komplexe zusammen mit Tgal- als Indicator in Weichagar ausgeplattet. In gleicher Weise 
wurde eine Parallele zur Bestimmung der iiberlebenden koloniebildenden Bakterien behandelt, bei 
der statt der Phagensuspension nur Puffer zu den Bakterien gegeben wurde. Nach gentligender 
Bebriitung wurden die Lysen (V), Lysogenisierungen (1) und tiberlebenden Bakterien (©) ausgezahlt. 
Die Summe aus Lysen und Lysogenisierungen wurde als Infektionen(<) eingezeichnet. Aus- 
gezogene Kurven: interpolierte Werte der Komplexe; gestrichelte Kurven: interpolierte Werte der 
uninfizierten Bakterien 


Abb.8. EinfluB von Chloramphenicol auf die Lysier- und Lysogenisierbarkeit UV-bestrahlier Try8- 
Zellen. Versuchsbedingungen wie im Versuch der Abb.7, ausgenommen, daf die Inaktivierung der 
freien Phagen durch Antiserum innerhalb 5 min erfolgte (10~* Uberlebénde) und da® danach eine 
Probe fiir 15 min in Bouillon bei 37° C gehalten wurde [(V ) Lysen, (C1) Lysogenisierungen, () In- 
fektionen, (0) Koloniebildner], die andere in 25 ng/ml Chloramphenicol in Bouillon [(v) Lysen, 
(=) Lysogenisierungen, (¢@) Infektionen, (¢) Koloniebildner]. Ausgezogene Kurven: interpolierte 
Werte der Komplexe; gestrichelte Kurven: interpolierte Werte der uninfizierten Bakterien 


durch UV zu schadigende Zellkomponenten vor, hier jedoch mit sehr 
unterschiedlicher UV-Empfindlichkeit. 

c) Die Lysogenisierungsinaktivierung ist eintrefferartig und la8t keine 
Restlysogenisierung erkennen. Daraus kann geschlossen werden, daf die 
fiir eine Lysogenisierung erforderliche Struktur der Zelle nicht durch 
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genetisches Material des Phagen rekombinativ reaktiviert werden kann. 
Dieses Ergebnis bleibt auch dann unverindert, wenn man die Komplexe 
zur Erhéhung der Chance fiir genetische Rekombinationen zwischen 
Phagen- und Bakterien-DNS nach der Antiserum-Behandlung fiir 15 min 
in Bouillon + CMP bei 37°C bebriitet (Abb.8). Zwar werden die Lyso- 
genisierungen im CMP-Versuch im Vergleich zur reinen Bouillonbehand- 
lung wesentlich erhéht, jedoch ist keinerlei Anzeichen fiir eine Rest- 
lysogenisierung zu bemerken. (Die Probe in Bouillon zeigt im Vergleich 
zum Versuch in Abb.7 geringere Lysogenisierungswerte, was offenbar 
durch den 15 min langeren Aufenthalt der Komplexe bei 37°C im Wasser- 
bad verursacht wird.) 

Die oben gestellte Frage, ob ein UV-Schaden in der fiir die Lysogeni- 
sierung verantwortlichen Struktur des Bakteriums rekombinativ re- 
aktiviert werden kann, muB also verneint werden. Da zwischen den 
homologen Genomregionen B von Phage und Bakterium auch beim P22 
Rekombinationen in ,,beiden Richtungen“ (GAREN u. ZINDER 1955, 
Abb.4) méglich sind, bleiben zwei Interpretationsméglichkeiten fiir 
dieses Ergebnis offen: Entweder liegt die fiir die Lysogenisierung ver- 
antwortliche Struktur der Zelle in ihrem Genom, dann besitzt der Phage 
keinen ihr homologen Genomanteil, oder die Struktur ist cytoplas- 
matischer Natur, d.h. sie ist in der einkernigen Zelle (in unseren Ver- 
suchen wurden ja stationire, also einkernige Zellen verwendet) als einzelne, 
UV-sensible Cytoplasmastruktur vorhanden. In beiden Fallen wird jedoch 
ihre Funktion 1. durch einen einzigen UV-Schaden zerstért und 2. kann 
der Phage sie weder rekombinativ noch sonstwie reaktivieren. Formal 
definiert wiirde dann die Lysogenisierung eines Bakteriums eine spezifische 
Leistung zweier uneingeschriinkt funktionsfihiger Systeme aus Phage 
und Bakterium darstellen, Nach den Ergebnissen iiber die Inaktivie- 
rung des Phagen 4 in stark mit P** gefiitterten Bakterien (STENT u. 
Fuerst 1958) sowie morphologischen Untersuchungen (KELLENBERGER 
1959) scheint aber diese Bakterienstruktur der Zellkern zu sein und nicht 
eine cytoplasmatische Struktur. 


Folgerungen aus den Ergebnissen 

Die vorliegenden Resultate sollen in erster Linie im Hinblick auf das 
Verstindnis der einer Lysogenisierung vorgelagerten Prozesse im System 
Salmonella — Phage P22 diskutiert werden. Zu diesem Zwecke seien die 
wesentlichen Ergebnisse noch einmal in drei Punkten zusammengefaBt. 

1. Durch UV-Bestrahlung des P22 werden Infektionsvermégen (Lysen 
+ Lysogenisierungen) und Lysogenisierungen allein nach Eintreffer- 
funktionen vermindert. In Bereichen niedriger UV-Dosen erweist sich das 
Infektionsvermégen um den Dosisreduktionsfaktor r = 0,26 inakti- 
vierungsunempfindlicher als das Lysogenisierungsvermégen. DemgemaB 
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kann man unterscheiden: a) Schaden in einer 26°/, der gesamten Phagen- 
DNS umfassenden Region A, die zu vélliger Infektionsunfahigkeit fiih- 
ren, und Schaden in einer Region B (74°/,), die durch rekombinative Wirts- 
reaktivierung (WR) mit einer ungeschddigten homologen Region des 
Bakteriengenoms wieder ausgeglichen werden kénnen. Als Folge dieser 
WR wird eine eintrefferartige Verminderung der hohen Lysogenisierungs- 
wahrscheinlichkeit K ungeschadigter Phagen auf eine niedrigere, nun 
aber UV-unempfindliche Lysogenisierungswahrscheinlichkeit k (Rest- 
lysogenisierungswahrscheinlichkeit) beobachtet. 

2. UV-geschadigte P22 kénnen nur dann lysogenisieren, wenn der 
UV-Schaden durch WR s0 ,,rechtzeitig‘‘ behoben wird, daB die vegetative 
Phagenentwicklung noch durch die Herstellung des pralysogenen Zu- 
standes bzw. die Repressorbildung unterdriickt werden kann. Behand- 
lung der Komplexe mit Chloramphenicol erhéht k, offenbar durch eine 
entsprechende Erhéhung der Chance fiir eine ,,rechtzeitige‘‘ WR. 

3. Die lysogenen Infektionen des P22 werden durch Bestrahlung der 
Bakterien vor der Infektion in Eintrefferkinetik zugunsten lytischer 
Infektionen vermindert, ohne da8 ein UV-unempfindliches Restlyso- 
genisierungsvermégen zu beobachten ist. Durch die UV-Bestrahlung wird 
offenbar eine nicht reaktivierbare Struktur des Bakteriums geschadigt, 
die in Zusammenarbeit mit Region B des Phagengenoms den Repressor 
(JACOB, SCHAEFFER u. WoLL~MAN 1960) synthetisiert und damit den 
pralysogenen Zustand herstellt. 

Welche Faktoren beeinflussen nun die schlieBliche Entscheidung des 
Komplexes fiir Lyse oder Lysogenisierung ? Man weib aus einer Reihe von 
Untersuchungen, da8 diese Entscheidung unter konstanten genischen 
Bedingungen von der Multiplizitét der Infektion (PRELL et al. 1959) und 
dem physiologischen Zustand des Komplexes abhangt (Lworr et al. 1954; 
Berrantet al. 1954; BERTANI 1957). Die physiologischen Bedingungen des 
Komplexes bestimmen dabei offenbar auf Grund eines leicht verander- 
lichen, metabolisch gesteuerten Systems die Lysogenisierungswahrschein- 
lichkeit des einzelnen infizierenden Phagen. Innerhalb einer physiologisch 
nicht ,,synchronisierten‘‘ Bakterienpopulation wird sich dann — in Ab- 
hangigkeit von dem jeweils unterschiedlichen Zustand der einzelnen 
Komplexe — vorwiegend die lytische oder die lysogene Reaktionskette 
durchsetzen. Es ist nun naheliegend, in jeder einzelnen Zelle einen 
,, Wettlauf ‘zwischen der fiir Lyse oder fiir Lysogenisierung entscheidenden 
Reaktionskette zu vermuten; den Wettlauf ,,gewinnt“ diejenige Reak- 
tionskette, die zuerst ein Stadium erreicht, bei dem sie die Entwicklung 
der konkurrierenden Reaktion unterdriicken kann. Hine derartige Unter- 
driickung der lytischen Reaktionskette durch die zum pralysogenen 
Zustand fiihrenden Vorgange konnte bereits bei der Entstehung des 
, Multiplizitatseffektes‘ (bei erhohter Multiplizitat der Infektion erhohter 
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Lysogenisierungsprozentsatz) nachgewiesen werden (PRELL et al. 1959). 
Diese Unterdriickung war indessen nur innerhalb eines gewissen Bereiches 
der Latenzzeit méglich; jenseits dieses Zeitraumes, d.h. bei weiter fort- 
geschrittenerlytischer Phagenentwicklung, blieb die Unterdriickung aus. — 
Mit Hilfe dieses ,,Wettlaufmodells*‘ kann also jegliche Veraénderung der 
Lysogenisierungswahrscheinlichkeit eines infizierenden Phagen formal als 
selektive Férderung oder Hemmung der einen Reaktionskette bzw. einer 
daraus entstehenden relativen Hemmung oder Férderung der anderen 
interpretiert werden. Im folgenden soll gezeigt werden, daB das Wett- 
laufmodell geeignet ist, alle hier dargestellten Befunde befriedigend 
zu erkliren, und daB es weiterhin mit Ergebnissen anderer Autoren 
iiber die Physiologie der Phagenentwicklung unmittelbar verkniipft 
werden kann. 

Kin UV-Schaden im Phagen behindert, wie gezeigt werden konnte, die 
lysogene Phagenentwicklung. Welche Vorgdnge kénnten nun dafiir ver- 
antwortlich sein, dap die lysogene Reaktionskette beim Wettlauf beider Re- 
aktionen zugunsten der lytischen behindert wird? Voraussetzung fiir eine 
intracellulire Phagenentwicklung des P 22 ist ein ungeschadigtes Phagen- 
genom mit den Regionen A und B; dabei diirfte es belanglos sein, ob 
dieses Genom bereits ungeschidigt in die Wirtszelle injiziert wurde oder 
nach vorausgegangener Schadigung erst in der Zelle durch Rekombina- 
tionsprozesse (z.B. Wirtsreaktivierung, Mehrfachreaktivierung; PRELL 
1960) reaktiviert wurde. Bei Einzelinfektion eines Bakteriums mit einem 
U’ -zeschidigten P22, d.h. bei Ausschaltung einer Rekombination 
zwischen mehreren infizierenden Phagen, erweist sich, wie aus unseren 
Versuchen abzuleiten war, ein Schaden in Region A unter allen Um- 
stiinden als letal, da das Bakteriengenom kein homologes genisches 
Material fiir eine WR enthalt. Kin Schaden in Region B kann jedoch durch 
WR behoben werden, und zwar mit 100°/, Wahrscheinlichkeit unter der 
Annahme, dafi Region B etwa §/, des gesamten Phagen-Genoms aus- 
macht. Dabei ist die Effektivitat der WR, gemessen an der Restlysogeni- 
sierungswahrscheinlichkeit k, im untersuchten Dosisbereich unabhangig 
von der Zahl der UV-Schaden in Region B. Trotz dieser UV-Schiden 
tritt also keine Inaktivierung der Phagenentwicklung ein. Vielmehr 
kann man lytische und lysogene Phagenentwicklung beobachten, jedoch 
mit quantitativen Verdnderungen. Die lytische ist wegen des notwendigen 
Reaktivierungsprozesses durch eine verlingerte Latenzzeit gekennzeich- 
net (GAREN et al.) und tritt mit gréBerer Haufigkeit auf. Die lysogene 
Infektion ereignet sich seltener, und zwar statt mit der hohen Wahr- 
scheinlichkeit K nur noch mit der verminderten k (Abb. 2); Die so 
,verlorenen“ Lysogenisierungen ergeben also lytische Infektionen. 
Lin UV-Schaden in Region B verschiebt mithin das Gleichgewicht 
zwischen lytischen und lysogenen Reaktionen zugunsten ersterer. Offenbar 
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schriankt die rekombinative Wirtsreaktivierung der Region B die Wahr- 
scheinlichkeit fiir eine lysogene Reaktion ein und erhdéht damit die 
fiir eine lytische. 

Unter den verschiedenen sich anbietenden Erklirungsméglichkeiten 
soll hier nur diejenige diskutiert werden, die alle Beobachtungen wider- 
spruchsfrei zu erkliren vermag: Offenbar kénnen wiihrend der Reaktivie- 
rung der Region B bereits andere, von der ungeschadigten Region A 
in Gang gesetzte Reaktionsketten zu physiologischen Bedingungen 
fiihren, unter denen bei iiberwiegender Mehrzahl der Komplexe nach 
schlieBlich vollendeter Reaktivierung der Region B des Phagen keine 
Lysogenisierung mehr méglich ist bzw. die lysogenen Reaktionen unter- 
driickt werden. 

In einer Population von Komplexen wiirde bei zunehmender UV-Dosis 
gemaB der exponentiellen Abnahme des Anteils véllig ungeschadigter 
Phagen eine exponentielle Verminderung der Lysogenisierungshaufigkeit 
zu erwarten sein; dies wurde auch beobachtet (Abb.2). Bei hohen Dosen 
sollte man dann, wie sich ebenfalls bestatigen lieB, in den Bereich der 
UV-resistenten, aber geringen Restlysogenisierungshaufigkeit k (Abb. 2) 
gelangen. Diese Restlysogenisierungen riihren von Komplexen her, 
welche trotz der Notwendigkeit einer WR ihrer Phagenschiden noch 
den pralysogenen Zustand erreichen konnten. Da letzterer aber auch vom 
physiologischen Zustand beeinfluBt wird, sollte auch erwartet werden, 
da unter verschiedenen physiologischen Bedingungen der Anteil der 
Komplexe mitRestlysogenisierungen wechselt. Die in Tab.1 zusammen- 
gestellten Versuchsergebnisse bestatigen dies. 

Welche physiologischen Prozesse verhindern nun die Etablierung des 
prilysogenen Zustandes und fiihren damit zur Lyse des infizierten Bak- 
teriums? Die Beantwortung dieser Frage wird natiirlich fiir ungescha- 
digte und geschadigte Phagen gleichermafen gelten; denn auch an nicht 
geschddigten Phagen kann durch Variation der physiologischen Be- 
dingungen des Komplexes der Anteil der Lysogenisierungen herabgesetzt 
werden. Der Zeitpunkt, zu dem eine endgiiltige Determinierung der lyti- 
schen Reaktion erreicht werden kann, liegt mit Sicherheit nicht inner- 
halb der ersten 5 min nach Ubertragung der Komplexe in Bouillon; denn 
auch noch nach dieser Zeit kann z. B. durch CMP die Lysogenisierungs- 
wahrscheinlichkeit noch erhéht werden (BERTANI 1957). Die mit ihr 
verbundene Verminderung lytischer Reaktionen zeigt dariiber hinaus, 
daB die endgiiltige Determinierung der Lyse offenbar eine ungestérte 
Proteinsynthese voraussetzt. Dabei handelt es sich natiirlich nicht um jene 
innerhalb 2—3 min nach erfolgter Infektion ablaufende ,,friihe“ Protein- 
synthese (Tomizawa et al. 1956); denn bei ihrer Blockierung bleibt ja jeg- 
liche Phagenentwicklung aus, also auch die lysogene. Vielmehr scheint es 
sich um die ,,spitere‘‘, mit der Phagenreifung in Zusammenhang stehende 
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Proteinsynthese zu handeln. HersHEY u. MELECHEN (1957) sowie KELLEN- 
BERGER, SHCHAUD u. Ry TER (1959) konnten namlich nachweisen, daB CMP 
die Bildung des ,,condensing principle“ sowie des Phagenhiillproteins ver- 
hindert und dadurch offenbar die Phagenreifung blockiert. Von der 
Hemmung der ,,spiten‘ Proteinsynthese wird also die zur Lyse fiihrende 
Reaktionskette selektiv betroffen, wodurch die lysogene einen relativen 
Vorteil gewinnt. Durch UV-Schaden in Region B wird also jener die Lyso- 
genisierung verhindernde, von der ungeschadigten Region A gesteuerte 
physiologische Zustand relativ ,,friiher“ erreicht, d.h. friiher im Vergleich 
mit den Reaktionsketten, die durch Region B gesteuert werden und 
infolge der vorausgehenden WR erst stark verspdtet anlaufen kénnen. 
Dieser bevorzugte Reaktionsablauf zur endgiiltigen Determinierung der 
lytischen Phagenentwicklung stellt offenbar jenen durch UV-Schadigung 
erzeugten ,,Vorteil‘‘ der lytischen Reaktionskette im ,,Wettlauf* mit 
der lysogenen dar. CMP wiirde nach diesem Bild umgekehrt durch 
Blockierung der Proteinsynthese die lytischen Reaktionsketten selektiv 
hemmen. Diesem Wettlauf kann natiirlich noch eine Latenzzeitver- 
langerung iiberlagert sein (GAREN et al. 1955), ohne daf letztere in 
direktem kausalen Zusammenhang mit der UV-induziertenVergréBerung 
der Wahrscheinlichkeit fiir lytische Phagenentwicklung stehen miiBte. 
Fiir die Entscheidung tiber den Ausgang jenes Wettlaufes der beiden 
Reaktionsketten ist lediglich der Unterschied ihrer Geschwindigkeiten 
maBgebend. 

Welche weiteren Argumente lassen sich dafiir anfiihren, daB sowohl 
Veranderungen der physiologischen Bedingungen des Komplexes als auch 
UV-Schiden im Phagengenom den ,,Wettlauf in der geschilderten 
Weise beeinflussen? Diese Argumente kénnen gleichzeitig als weitere 
generelle Unterstiitzung der ,,Wettlaufhypothese’* gewertet werden. 

1. Die Beobachtung von Tomizawa et al. (1956), daB in Gegenwart von 
CMP DNS synthetisiert werden kann, wurde von Hmrsuny et al. (1958) 
auch fiir den Ablauf genetischer Rekombinationen erweitert : Der relative 
Ertrag an Rekombinanten bei der Kreuzung zweier T4-Mutanten ist in 
Versuchsparallelen jeweils mit oder ohne vorausgegangene CMP- 
Behandlung vollig gleich; dies gilt auch, wenn die Rekombinations- 
haufigkeit durch UV-Bestrahlung der freien Phagen erhéht worden war. 
Daraus geht hervor, daB CMP den Ablauf genetischer Rekombinationen 
nicht beeinfluBt, d.h. also je gebildetes Phagenpartikel weder férdert 
noch hemmt. — Prinzipiell gleiche Schliisse lassen sich aus Untersuchun- 
gen von THomas (1959) am Phagen 2 ableiten. 

2. In Gegenwart von CMP laufen die DNS-Vermehrung und die gene- 
tischen Rekombinationen ungestért ab, wihrend zur Lyse fiihrende Re- 
aktionen blockiert werden (siehe 1.). Daraus resultiert zunachst bei 
ungeschidigten Phagen ein mit der Behandlungsdauer zunehmender 
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Vorteil fiir die die Lysogenisierung herbeifiihrenden Reaktionsketten und 
damit eine Erhéhung der Lysogenisierungswahrscheinlichkeit (BERTANI 
1957; CHRISTENSEN 1957; Tab.3, Spalte 1 und 2). Die CMP-Behandlung 
sollte jedoch in Komplexen mit UV-geschiidigten Phagen die Lysogeni- 
sierungschance relativ noch viel staérker erhéhen, da sich der bereits bei 
unbestrahlten Phagen beobachteten relativen Férderung der lysogenen 
Reaktionen durch CMP noch die Erhéhung der Lysogenisierungschance 
durch die ,,rechtzeitige“‘ WR der UV-Schaden zuaddiert, d.h. die WR im 
, schutze‘‘ der die lytischen 
Reaktionsketten selektiv hem- 
menden CMP-Wirkung. Auch 
dieser Effekt, der natiirlich 


Tabelle 3. Relative Lrhéhung der Lysogent- 

sterungswahrscheinlichkeiten durch  Chlor- 

amphenicolbehandlung wungeschddigter und 
UV-geschddigter P22 


der Behandlungsdauer pro- 
portional sein mu, wird be- 


(Umrechnung der Werte der Tab. 2) 


Ohne UV 70 sec UV 
obachtet (Tab. 3, Spalte 3). Zeit der CMP?! | Faktor der Er- | Faktor der Er- 
3. Eine Blockierung der Behandlung héhung von K héhung von k 
‘ ‘ (min) durch CMP? durch CMP? 
Proteinsynthese durch Amino- Behandlung Behandlung 
sdureanaloga oder durch Ami: P 1,65 2,63 
nosdurehunger aminosaure- 10 2,12 6,37 
bediirftiger Mutanten fihrt 15 2,57 13,20 


zu einer Erhohung der Lyso- 
genisierungschance (BERTANI 
1957); dies muB auch erwartet 
werden, weil dadurch die zur Entscheidung fiir Lyse fiihrende, mit der 
, Spdten“ Proteinsynthese verkniipfte Reaktionskette selektiv gehemmt 
wird. 

4, Sogar UV-Bestrahlung von Komplexen kann zu einer Erhéhung 
lysogener Reaktionen fiihren, wenn sie gerade zu dem Zeitpunkt erfolgt 
(Ende erstes Drittel der Latenzzeit), an welchem méglicherweise die 
genetische Information der Phagen-DNS oder auch eine spezifische RNS 
fiir die Bildung der Phagenhiillproteine oder anderer an der Reifung be- 
teiligter Proteine benétigt wird (BERTANT 1959). 

Die zur Lyse und zur Lysogenisierung fiihrenden Reaktionsketten 
nach Infektion einer Zelle durch P22 kénnen auf Grund der hier dar- 
gestellten Befunde und den daraus méglichen Schliissen in folgendem 
hypothetischen Reaktionsablauf zusammengefaht werden: 

Nach Injektion eines ungeschaddigten und damit uneingeschrankt 
funktionsfahigen Phagengenoms wird innerhalb eines vegetativen 
,,Phagen-pools“ die Phagen-DNS vermehrt. Im Gegensatz zum virulenten 
Coli-Phagen T2, bei dem der pool nach der raschen Zerstorung der 
Nucleoide morphologisch im Cytoplasma lokalisiert werden kann 
(KELLENBERGER et al. 1959), soll hier als pool nur eine funktionelle Hin- 
heit bezeichnet werden, in welcher genetische Rekombination und Phagen- 


1CMP = Chloramphenicol, 25 ~g/ml in 
Bouillon; Bedingungen wie in Tab. 2. 
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DNS-Vermehrung stattfinden. Bei der Blockierung der Proteinsynthese 
(z.B. durch CMP) werden die zur Lyse fiihrenden Reaktionsketten selek- 
tiv behindert, die zur Lysogenisierung fiihrenden jedoch nicht, so da die 
Wabrscheinlichkeit fiir die Erreichung des pralysogenen Zustandes bzw. 
die Repressorbildung durch Zusammenarbeit einer Zellkomponente mit 
Region B des Phagen erhéht wird. Enthalt das injizierte Phagengenom 
jedoch UV-Schaden, so kann eine DNS-Synthese erst dann einsetzten, 
wenn durch eine ,,early cooperative action“ (NUTTER u. SINSHEIMER 
1959) der geschadigten Phagen die entsprechenden Bedingungen dafiir 
hergestellt sind. Dies kann durch rekombinative Reaktivierung durch 
den Wirt (WR; Region B) oder durch andere, gleichzeitig infizierende 
Phagen (MR; Region A und B) geschehen. Solange nun wahrend der 
DNS-Vermehrung noch keine durch die Region A gesteuerten, von 
einer Proteinsynthese abhangigen ,,Reifungsvorgange“ eingeleitet sind, 
kann der pralysogene Zustand jederzeit hergestellt werden. Dieser Zu- 
stand entsteht durch die Bildung des Repressors, jedoch jeweils nur mit 
einer bestimmten Wahrscheinlichkeit, die von physiologischen Bedingun- 
gen abhangt. Der Repressor selbst wird offenbar durch Zusammenwirkung 
der Region B des Phagengenoms und einer eintrefferartig UV-inaktivier- 
baren Struktur des Bakterienwirtes gebildet; diese Bakterienstruktur 
kann nach einer UV-Schadigung nicht durch den Phagen reaktiviert 
werden. Der Repressor unterdriickt seinerseits dann jede weitere Ent- 
wicklung im Phagenpool sowie die Reifung der Phagen. — Uber die 
chemische Natur des Repressors geben unsere Experimente keine Aus- 
kunft; seine Bildung oder zumindest eine wesentliche Voraussetzung fiir 
sie scheint jedoch auch bei blockierter Proteinsynthese méglich. Damit 
kann der Repressor der lytischen Phagenentwicklung offenbar unter 
gleichen physiologischen Bedingungen gebildet werden wie der Repressor 
der konstitutiven Enzymbildung in einem Bakterium mit adaptivem 
(= induzierbarem) Enzymbildungsvermégen (PARDEE u. PRESTIGDE 
1959). — Mit der Erreichung des prilysogenen Zustandes ist der Ab- 
lauf der lysogenen Reaktionskette endgiiltig determiniert; sie kann zur 
stabilen Lysogenisierung (lysogene Zelle) oder abortiven Lysogenisierung 
(Phagenverlust, alysogene Zelle) fiihren. 

Ist jedoch die vegetative Phagenentwicklung bereits sehr weit fort- 
geschritten, d.h. sind die durch Region A gesteuerten ,,Reifungs- 
schritte“ bereits eingeleitet, so ist damit offenbar die Lyse endgiiltig 
determiniert ; denn die Repressorwirkung bleibt aus (,,Antirepressions- 
reaktion‘‘) und es kann keine Lysogenisierung mehr eintreten. Ob die 
Antirepressionsreaktion auf einer Verhinderung der Repressorsynthese 
oder auf einer Unwirksamkeit des normal gebildeten Repressors unter 
dem nun veranderten physiologischen Zustand beruht, ist nicht zu 
entscheiden. 
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Die Wirkung des CMP auf die beiden konkurrierenden Reaktionen ware 
dann folgende: Bei ungeschadigten Phagen wird die Proteinsynthese fiir 
die Phagenreifung bzw. die ,, Antirepressionsreaktion“ selektiv behindert ; 
dadurch bleibt die vegetative Phagenentwicklung linger im repressions- 
empfindlichen Stadium. Demzufolge steigt mit zunehmender Dauer der 
CMP-Kinwirkung natiirlich die Wahrscheinlichkeit fiir die Herstellung 
des pralysogenen Zustandes bzw. die Repression der vegetativen Phagen- 
entwicklung. Bei UV-geschadigten Phagen addiert sich zu diesem Effekt 
noch die Méglichkeit, im ,,Schutze‘‘ der CMP-Einwirkung die Schaiden 
der Region B ,,geniigend friih“ zu reaktivieren, so da& auch die reakti- 
vierte Region B eine hohere Chance fiir die Bildung des Repressors 
erhalt. — Offenbar erst bei endgiiltiger Determinierung der méglichen 
Entwicklungsrichtungen trennen sich die beiden, anfangs nebeneinander 
laufenden Reaktionsketten in die zwei verschiedenen, zur Lyse oder 
Lysogenisierung fiihrenden Aste. Diese Interpretation steht in guter Uber- 
einstimmung mit Ergebnissen von STEnv et al. (1956) an P®?-markierten 
A-Phagen. 

Ist die fiir die Lysogenisierung verantwortliche Struktur der Bakterien- 
zelle indessen UV-geschadigt, dann kann es iiberhaupt nicht zu jenem 
Wettlauf zwischen den beiden Reaktionsketten kommen; denn die an 
der Entscheidung fiir Lysogenisierung bzw. an der Repressorbildung 
beteiligte Bakterienstuktur ist ja irreparabel funktionsunfahig, so daB 
nur noch die zur Entscheidung fiir Lyse fiihrende Reaktionskette ab- 
laufen kann. 


Summary 

Ultraviolet irradiation of the temperate phage P 22 inactivates the over 
all infections (sum of lytic + lysogenic responses) as well as the lysogenic 
response alone according to a one hit kinetics. With stationary cells the 
inactivation kinetics of the infections shows the first order reaction 
character only after correction of the countable infections for abortive 
lysogenizations which can be estimated graphically. The inactivation 
of the lysogenic response shows always one hit kinetics regardless 
of abortive lysogenisations which seem to constitute, depending on 
physiological conditions of the complex, a constant portion of the 
lysogenic responses. 

At low doses of ultraviolet irradiation the lysogenic response is nearly 
fourtimes more sensitive toinactivationthan the overallinfectiveresponse ; 
at high doses however, both responses show the same sensitivity (Fig. 1). 
This means that in the average each ultraviolet hit on a phage particle 
decreases its probability for lysogenization from a high value (K) to a low 
one (k) and in the average every forth hit inactivates it completely. But 
in contrast to K,kseems to be ultraviolet resistant, therefore k is called 
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“residual probability of lysogenization” (= “Restlysogenisierungs- 
wahrscheinlichkeit”’). Therefore, the frequency of lysogenization among 
surviving infections decreases at low ultraviolet doses and remains con- 
stant at high ones (Fig. 2). 


Further analysis shows that about 25°/, of the ultraviolet damage in 
the genom of P22 is in a DNA-region A and 75°/, in a region B. Ultra- 
violet lesions in region B can be reactivated by host material (host 
reactivation by region B of the bacterial genom), but the probability for 
lysogenic response is decreased by such hit effects from the high value of 
K (undamaged region B) to the low value k (damaged region B); the differ- 
ence between K and k depends on physiological conditions. — Ultraviolet 
lesions in region A are always lethal. — Treatment of complexes with chlor- 
amphenicol (CMP) 5 min after infection increases k much more than K; 
both probabilities increase with the duration of CMP-treatment. — Ultra- 
violet irradiation of the host bacterium prior to infection decreases the 
frequency of lysogenization according to a one hit kinetics. For the syn- 
thesis of the repressor of lytic phage development and the establishment 
of lysogenization there seems to be necessary some kind of “‘cooperation”’ 
between the region B of the phage genom and a special UV-sensitive 
structure of the cell. Since experiments with UV-ed bacteria + unirradiated 
phages showed no “‘residual probability of lysogenization”’ (Fig.7), no 
reactivation seems to happen due to recombination between region B of 
the phage and the UV-damaged cell structure in contrary to the known 
“host reactivation” of Lytic responses due to recombination between 
homologous regions of both the phage and the bacterial genom. 

A model is proposed for the process of lysogenization which explains 
all observed facts as a phenomenon of competition between “‘lytic” and 
“lysogenic” reaction chains leading to decision for lysis or lysogeni- 
zation: Ultraviolet irradiation favours the lytic response because in most 
complexes the ultraviolet lesions in region B are reactivated only after 
decision for lysis directed by the undamaged region A. Short treatment 
with CMP favours the lysogenic response by halting the decision for 
lysis, which thus increases (1) the probability for reactivation of damages 
in region B before removal of the antibiotic and (2) increases the proba- 
bility for the “cooperation” between region B of the phage and the 
special UV-sensitive structure of the cell resulting in the synthesis of 
the repressor. The decision for lysogenization (i.e. the synthesis of the 
repressor) is independent of protein synthesis, whereas the decision for 
lysis is dependent of it. 

Frau Dr. H. Prec danke ich besonders fiir viele anregende Diskussionen und 
wertvolle Kritik. — Die Ausfiihrung der Versuche wurde in dankenswerter Weise 


unterstiitzt durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie 
die technische Assistenz von Fraulen M.-E. von Korzmsun. 
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Lehrstuhl fiir Geologie und Lagerstattenkunde der Technischen Universitat Sopron 
und Bodenbiologisches Laboratorium der Ungarischen Akademie der Wissen- 
schaften Sopron (Ungarn) 


Die Verwendung der Spektrochemie 
zur Bestimmung der Zusammensetzung von Bakterien * 


Von 
F, MACHER und E. MANNINGER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 29. August 1960) 


Schon seit langem beschaftigen sich die Forscher mit den Inhalts- 
stoffen und der Chemie der Bakterienzellen. Heute wissen wir schon, 
daB sich die Zusammensetzung nicht nur nach Arten, sondern mehr oder 
weniger auch nach Stémmen der Bakterien andert. Dies hangt haupt- 
sichlich von dem Milieu ab (in erster Linie von der Zusammensetzung 
des Nahrbodens, von dessen Alkalitaét, von der Temperatur der Ziichtung 
usw.), in welchem die Bakterien wachsen. Darum waren wir stets bestrebt, 
unsere Versuche in einer méglichst exakt definierten Umgebung (Nahr- 
boden, Temperatur und Zeit der Bebriitung) durchzufiihren. 

Versuche tiber die Zusammensetzung der Bakterienzellen wurden bis 
jetzt hauptsichlich mit pathogenen Bakterien durchgefiihrt. Unser 
Ziel war ein doppeltes: wir wollten zuerst die Moglichkeit untersuchen, 
ob die Spektrochemie, welche in den technischen Untersuchungsverfahren 
schon weit verbreitet und bewahrt ist, auch in der Mikrobiologie zur 
Bestimmung der anorganischen Bestandteile der Bakterien statt den 
bisher gebrauchlichen Verfahren anwendbar ist, zweitens wollten wir 
die chemische Zusammensetzung einer bisher nicht bekannten sapro- 
phytischen Bakterienart bestimmen. 

Wir mochten bemerken, daB in der Mikrobiologie schon einige uns bekanute 
Versuche unternommen wurden zur Verwendung dieser Methode. TOROK u. SzAKACS 
(1953) benutzten dieses Verfahren zur Bestimmung von Cu-Spuren in Penicillin- 
Nahrboden, und unter anderem (Bautz u. Hacen 1954; BuKatTsoH, SCHRICKER ut. 
PosCHENRIEDER 1956; Kocn u. Dupic 1957a) zum Nachweis fiir den Spuren- 
elementgehalt der Conidien von einigen Schimmelpilzen. 

Das Prinzip der Spektrochemie ist die Beobachtung, daB die Dampfe 
der verschiedenen Materien in gliihendem Zustand ein Linienspektrum 
gebendes Licht ausstrahlen, welches nach Zerlegung durch ein geeignetes 
Mittel im sichtbaren Gebiet mit dem Auge, im ultravioletten Teil mit 


* In Kurzfassung wurde diese Arbeit auf dem Kongref8 der Ungarischen Mikro- 
biologischen Gesellschaft im Oktober 1957 in Budapest vorgetragen. 
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der photographischen Platte beobachtet werden kann. Das Verdampfen 
k6énnen wir so auf thermischem Wege (Flammenanregung) wie auch auf 
elektrischem Wege (Bogen, Funkenanregung usw.) erreichen. 


Die qualitative Analyse beruht daher auf der Bestimmung der Wellen- 
langen der einzelnen Linien. Das Prinzip der quantitativen Analyse ist 
die Beobachtung, daB die Schwarzung gewisser Linien — im linearen 
Teil der Schwarzungskurve — mit dem Logarithmus der Konzentration 
proportional ist. 

Die spektrochemische Analyse besteht daher aus drei Stufen: 1. Die 
Herstellung von gliihenden Dampfen, d.h. die Anregung. 2. Die Zer- 
legung des ausgestrahlten Lichtes in ein Spektrum, welches mit Spektro- 
skopen oder Spektrographen geschehen kann. 3. Die Auswertung des 
Spektrums. 

Die Bestimmung der Zusammensetzung von einzelnen Bakterien hat 
nicht nur theoretische Bedeutung, sondern findet auch praktische An- 
wendung, da man bei Kenntnis der elementaren Zusammensetzung der 
fraglichen Bakterien fiir sie den optimalen synthetischen Nahrboden 
zusammenstellen kann. 


Auf die Spurenelemente, bzw. auf deren Wichtigkeit bei biologischen und 
biochemischen Untersuchungen haben unter anderen schon Kocu u. DEpDIo 
(1957b) hingewiesen. Nach den Untersuchungen von REISENAUER (1960) ist von 
den Spurenelementen besonders Co fiir die B,.-Vitaminerzeugung der Mikroorganis- 
men wichtig. BrRTRAND u. WoLF (1960) haben die Wichtigkeit von Zn fiir die 
Tyrosin-Synthese von Aspergillus niger hervorgehoben. Auch GorBaAcH u. Koce 
(1955) haben die wachstumsférdernde Wirkung auf die Mikroorganismen und den 
Einflu8 auf die Fermentation desselben Elementes festgestellt. GorBacH, TERRA- 
NOVA u. TERRANOVA (1957a und 1957b) berichten von ihren Versuchen mit den 
Spurenelementen Cu, Mn und Zn, nach denen diese Spurenelemente auf das Wachs- 
tum und auf die Saccharasebildung von Aspergillus niger von HinfluB sind. 

Diese einzelnen, herausgegriffenen Beispiele aus neuerer Literatur beweisen auch 
die bedeutende Rolle der Spurenelemente in der Physiologie der Mikroorganismen 
und die Notwendigkeit dieser Forschungen. 


Methode 


Zur chemischen Bestimmung der Bakterienzellen benétigt man eine groBe Menge 
Bakterien. CRAMER (1891), NiconL© u. ALILATRE (1909), sowie andere haben auf 
festem Niaihrboden bebriitete Kulturen von deren Oberfliche behutsam herunter- 
genommen und sammelten auf diese Weise die bendtigte Menge zu ihren Unter- 
suchungen. Auch wir haben bei Vorversuchen diese Methode verwendet. Im 
weiteren aber — sowie bei den Hauptversuchen — haben wir die zu untersuchenden 
Bakterien aus spaiter noch zu erklirenden Griinden nicht von festem Nahrboden 
heruntergenommen, sondern haben die Kulturen in fliissigem Nahrboden geziichtet 
und zentrifugiert. Zur Bestimmung des Wassergehaltes, der Trockensubstanz, der 
organischen und anorganischen Substanzen fuhren wir in der iiblichen Weise fort. 


Der trockene Materienteil der Bakterienzellen besteht aus zwei Komponenten, 


den brennbaren (organischen) und den unbrennbaren (anorganischen). Bei den 
einzelnen Bakterienarten ist nicht nur der Wassergehalt sondern auch die 
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Zusammensetzung des trockenen Materials veranderlich und hangt innerhalb 
einer Art nach CRAMER von den Bebriitungsverhiltnissen (d. h. von der Zusammen- 
setzung des Nahrbodens, der Temperatur, der Ziichtung, dem Alter der Kulturen) 
ab. Darum haben wir unsere Kulturen unter ganz gleichen Bedingungen eine be- 
stimmte Zeit lang bebriitet. 


Die trockene Substanz haben wir im elektrischen Ofen bei 600—700° C gegliiht. 
Das Glithen haben wir darum mit grofer Sorgfalt bei niedrigerer Temperatur voll- 
zogen, um die etwaigen fliichtigeren Komponenten nicht zu verlieren. Vom Riick- 
stand wurden die spektrographischen Untersuchungen wie folgt gemacht: 30 mg 
wurden auf einer Mikrowaage abgewogen und sodann mit 
ebenfalls 30 mg spektralreinem Kohlenpulver in einer Achat- 
schale 15min lang energisch durchgemischt und in eine 
Lochelektrode gestopft. Das Probematerial entnahmen wir 
der Mitte der Probe um so etwaige Verunreinigungen aus den 
Tiegel zu vermeiden. Die Form der verwendeten Lochelektrode 
zeigt Abb.1. Die Formung vollzogen wir mit einem eigens 
hierfiir konstruierten Fraser (MacHER 1956). Die Anregung 
erfolgte mit 220 V, 10 A Gleichstrom-AbreiSbogen nach 
Macuser (1955). Die Probe war der negative Pol. Die Brenn- 
dauer des Bogens zur Abkiihlung hatte ein VerhAltnis 
von 16:1. Um das Bild der gliihenden Elektroden aus- 
zublenden, benutzten wir die Zwischenabbildung mit einer 
Spalthéhe von 3,2 mm. Das Bild der gliihenden Elektroden 
fiel bei dieser Anordnung auf die Blende. Der Elektroden- wien spe ee SA = 
abstand betrug 2mm. Die Hinstellung der Elektroden in 
die optische Achse erfolgte beim ISP-22 Spektrographen mit 
einer eigens hierfiir geschaffenen Hinrichtung (MAcHER 1958). Die Spaltbreite des 
Spektrographen wahlten wir zu 0,005 mm. Wir arbeiteten mit 9 x 24 cm Gevaert- 
Sciencia Platten, welche in einem hart arbeitenden Methol-Hydrochinon Entwick- 
ler 3 min lang entwickelt wurden. Die Auswertung der fertigen Platten geschah 
mit den Zeiss SP-2 Projektor. 

Da wir in beiden Fallen genau die gleiche Probemenge eingewogen haben und 
auch alle anderen Bedingungen konstant hielten, so k6nnen wir auch einige Schliisse 
iiber die quantitative Zusammensetzung der beiden Bakterien ziehen. 


Experimente und Besprechung der Ergebnisse 


Zuerst verfolgten wir das Ziel, solche Bakterienarten auszuwahlen, 
welche in groBer Menge verhiltnismafig leicht zu ziichten sind. Wir 
untersuchten von diesem Standpunkte aus die stabchenartige Bak- 
terienart Azotomonas insolita, welche auf Agar-Agar-Nahrboden eine 
farblose Kultur vom Typ M gibt und Sarcina citrea, welche auf festem 
Nahrboden S-artige gelbe Kolonien und kugelige Zellen bildet. 


Die Hauptbestandteile unseres festen Nahrbodens (Bohnenagar), 
welchen wir am Anfang unserer Versuche verwendeten, bestand aus 
pflanzlichen Materienresten. Deren Zusammensetzung ist einerseits 
nicht ganz genau bekannt, andererseits andert sich auch ihre Zu- 
sammensetzung von Fall zu Fall. Darum benutzten wir zu unseren 
weiteren Verguchen synthetischen Nahrboden (Nahrlésung), welchen 
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wir aus gut definierten chemischen Verbindungen zusammenstellten. 
Dadurch kénnen unsere Versuche, wann immer nétig, eindeutig wieder- 
holt werden und weiter konnten wir dadurch auch verhaltnismaBig 
leicht beurteilen, welche Nahrstoffe unsere Kulturen aus ihrer Umwelt 
aufnehmen. 


Wir beniitzten hierzu die von Dox u. CzaPeK beschriebene Nahrlésung mit 
einigen Anderungen in folgender Zusammenstellung: 30g Saccharose p.u.sc.; 
2 g Na NO, p.a.; 1 g KH,PO, p.a.; 0,4 g Mg SO,- 7 H,O p.a.; 0,4 g KCl p.a.; 0,01 g 
Fe SO,+7H,0 p.a.; 1000 ml bidestilliertes Wasser; py = 7,2 vor der Sterilisation. 
Die Saccharose gaben wir zu der vorher sterilisierten Lésung erst nach Entkeimung 
durch ein Seitz-Filter. . 

Die Nahrlésung probierten wir auch auf zweierlei Weisen aus: in eiweiShaltigem 
und eiweiBlosem, bzw. in aminosdurenlosem Zustand (im ersten Falle gaben wir 
3g Asparagin zu 1000 ml Wasser). Da sich die Bakterien so in dem Asparagin 
enthaltenden fliissigen Nahrboden, wie auch in dem ohne organische Stickstoff- 
quelle fast gleich gut vermehrten, beniitzten wir daher zur Gewinnung der 
groBen Bakterienmenge den nach Dox-CzaPEK geanderten asparaginlosen 
Nahrboden. 


Die Kulturen legten wir zwecks guter Sauerstoffversorgung 3 Tage lang auf eine 
waagerechte Schiittelbank bei 27—30° C. 


Tabelle 1 
Der Wassergehalt, der organische und anorganische Gehalt von Bakterien in Prozenten, 
geziichtet auf einem nach Dox u. Czapek getnderten synthetischen Ndhrboden 


Trockene Organische Anorganische 
. ee g Substanz Substanz | Substanz 
Bakterienart 
Frisches Gewicht in Prozent Trockene Substanz in Prozent 
Azotomonas insolita 81,74 18,26 Se 7g" eereret eG 
Sarcina citrea 81,79 18,21 89,50 | 10,50 


Von den fliissigen Naihrbéden gewannen wir die Kulturen durch Zen- 
trifugieren und haben die Zellen sodann dreimal mit bidestilliertem 
Wasser gewaschen und verfuhren dann wie iiblich. Die so erhaltenen 
Werte zeigt die Tab. 1. 


Den nach der Verbrennung zuriickgebliebenen anorganischen Riick- 
stand analysierten wir spektrographisch qualitative und so weit es 
moéglich war, zogen wir auch quantitative Schliisse. Die folgenden Ele- 
mente konnten wir nachweisen: Ag, Al, B1, Ca, Cu, Fe, K1, Mg, Mn, Na, 
Ni, Si, Sn, V. 

Die fettgedruckten Elemente bedeuten jene, welche nicht Bestandteile 
unseres Nahrbodens waren. Sie sind wahrscheinlich durch die Ver- 


1 Da unsere C Elektroden B enthielten, mu&ten wir zum B-Nachweis Cu-Elek- 
troden verwenden. Diese waren plangeschliffene Stifte von 6mm Durchmesser. 
Natiirlich mischten wir in diesem Falle die Proben nicht mit Kohlenstaub. 
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unreinigungen der angewandten Reagentien in den Nahrboden ge- 
kommen und von dort in die Bakterien. Unsere Vermutungen scheint 
der Garantieschein des verwendeten Kalium chloratum p.a. zu unter- 
stutzen. Nach diesem enthalt das Reagens 0,001°/, Pb, 0,0005°/, Fe, 
0,001°/, Ba, 0,002 Ca, 0,0005°/, Mg, 0,029/, Na. Leider konnten wir uns 
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Abb.2 
Der Nachweis von Ca, V,Cu, Ag, Na. a C-Elektrode; b Sarcina citrea; c Azotomonas insolita; d Fe 


Tabelle 2. Die Ergebnisse der spektrochemischen Analyse 


Mn 


Bakterien- Ag 


] 7 
| | \ i} | 
| | | | | | | j 
| 
| 
arten | 


Elemente | Al |B | Ca | Cu | Fe | K1 | Mg 
| | 


| a 6 Ss ~ ye eZ, > | 
Azotomonas insolita see MOR O63 okie 6 kal 4 | 2 3 
Selsowmomeoneomed jee 6 d-6 64-15 | 33 3 


Sarcina citrea 


1 Cu-Elektrode. 


keine spektralreinen Reagentien besorgen. Hinige Teile der Spektral- 
aufnahmen zeigt Abb.2, auf welcher wir die zur Analyse benutzten 
Linien mit Pfeilen kennzeichneten. ; sees 

Die Ergebnisse der spektrochemischen Analyse sind in der Tab.2 
zusammengefait. Zum Spurennachweis benutzten wir, soweit es moglich 
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war, immer die letzten Linien der Elemente bei der Auswertung der 
Spektren. Bei den Elementen, deren letzte Linien in das Gebiet fielen, 
welches mit dem ISP-22 Quarzspektrograph nicht mehr gut erfaBbar 
ist, d. h. das Gebiet gegen das rote Ende des Spektrums und das auBere 

ultraviolette Gebiet, das 


Peer: . Tabelle _ 535 nur mit extra sensibilier- 
Die Wellenldnge der benutzten Spektrallinien und . 
die Nachweisgrenzen nach Ahrens ten Platten erfabbar ist, 
; muBten wir uns mit der 
4 fe Die Nachweisgrenze * R 

Elemente | ,Die Wellentinge der | in Prozent mit Beniitzung von weniger 

tibetan empfindlichen Linien  be- 

Ag 3280,7 | 0,00005 gniigen. Die bei der 

Al 3092,7 0,0002 Auswertung verwendeten 

B : oe 0,012 Linien sind aus Tab.3 zu 

2496,8 | entnehmen. Dort finden 

Ca 3158,9 0,0002 wir auch die absoluten 

Cu 3274,0 0,0005 Nachweisgrenzen der ein- 

r oie eine zelnen Elemente nach 

e 03020, : a = 

K 4044.0 0,01 0,021 AHRENS (1954), welche der 

Mg 2852,1 0,0002 ,schwachen Spur‘ ent- 

2795,5 sprechen. AHRENS’ Angaben 

Mn ee 0,001 beziehen sich zwar auf 
2593,7 | yh : 

Na 3302.9 0,001 Gieighstt gr ica eke 

3302.3 doch wir glauben, diese 

Ni 3493,0 0,0005 Angaben zur beilaufigen 

3414,8 | Schatzung ohne weiteres 

pl £88 0,002 benutzen zu kénnen, da die 

Sn 2840,0 0,001 
Vv 3185.4 0.0005 Brennpause unseres Ab- 
1 Die Nachweisgrenze bezieht sich zwar auf reibogens so kurz war, daB 


C-Elektrode, doch die Cu-Elektrode zeigt auch dadurch die Empfindlich- 
keine merkliche Anderung dieser. keit nicht wesentlich ge- 
andert sein diirfte. 

Die Intensitatsstarke der beobachteten Linien teilten wir durch 
Schatzung in folgende Stufen ein (SzADECzKY u. F6LDVARINA 1955). 
0 = keine Spektrallinie zu beobachten; 1 = Spektrallinie unsicher; 
2 = schwache Spur; 3 = Spur; 4 = mittelstarke Spektrallinie; 5 = sehr 
starke Spektrallinie; 6 = auBerordentlich starke Spektrallinie. 

Diese Intensitatsstufen sind natiirlich nur zum Vergleich des Vor- 
kommens von zwei Linien desselben Elementes zu gebrauchen, sind aber 
ungeeignet, die Konzentrationen der verschiedenen Elemente unter- 
einander zu vergleichen. Es ist selbstverstaéndlich, da dieselbe In- 
tensitatsstarke eines leicht anregbaren Elementes (z. B. K) einer viel 
kleineren absoluten Konzentration entspricht, als bei einem schwer an- 
regbaren Klement (z. B. Phosphor). 
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Zusammenfassung 


Wir benutzten die Spektrochemie zur Bestimmung der Zusammen- 
setzung von zwei Bakterienarten (Sarcina citrea und Azotomonas insolita). 
Zu dieser Bestimmung bendtigten wir eine groBe Menge Bakterien. 
Diese nahmen wir bei den Vorversuchen von der Oberfliche des festen 
Nahrbodens, spiter bei den Hauptversuchen durch Zentrifugieren aus 
dem fliissigen Nahrboden, den wir nach Dox u. CzaPEK mit einigen 
Anderungen herstellten. Wir bestimmten den Wassergehalt, die trockene, 
die organische, und anorganische Substanz. 

Zur spektrographischen Untersuchung diente ein ISP-22 Spektro- 
graph. Die Anregung erfolgte mit 220 V/10 A Gleichstrom-AbreiBbogen. 
Die Spalthéhe hatte 3,2 mm, der Elektrodenabstand betrug 2 mm und 
die Spaltbreite wahlten wir zu 0,005 mm. 

Wir konnten in den Bakterienzellen auch solche Elemente nach- 
weisen, welche nicht Bestandteile unseres Nahrbodens waren. Sie sind 
wahrscheinlich durch die Verunreinigungen der angewandten Reagentien 
in den Naéhrboden gekommen. 

Die spektrochemische Analyse ist einfacher durchzufiihren, als die 
mikrochemischen Verfahren. Die Ergebnisse kénnen auch praktische 
Anwendung finden, da man bei Kenntnis der elementaren Zusammen- 
setzung der fraglichen Bakterien fiir sie den optimalen synthetischen 
Nahrboden zusammenstellen kann. 
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Kin Submersverfahren zur Kultur wasserstoffoxydierender 
Bakterien: Wachstumsphysiologische Untersuchungen 


Von 
H. G. SCHLEGEL, H. KALTWASSER und G. GOTTSCHALK 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 31. August 1960) 


Der Mangel an Untersuchungen iiber die Wachstumsphysiologie der 
aeroben wasserstoffoxydierenden Bakterien (Knallgasbakterien) ist in 
erster Linie auf das Fehlen eines einfachen zuverlassigen Verfahrens zur 
Kultur unter optimalen Bedingungen zuriickzufiihren. Die Entwicklung 
eines Verfahrens zur Submerskultur von Knallgasbakterien unter auto- 
trophen Bedingungen wird erschwert durch den Umstand, daB den 
Organismen drei notwendige Komponenten des Nahrsubstrats (mole- 
kularer Wasserstoff, Kohlendioxyd und Sauerstoff) im gasférmigen Zu- 
stand zugefiihrt werden miissen und da8 dieses Gasgemisch explosibel ist. 


Fiir die meisten Untersuchungen wurden Knallgasbakterien bisher entweder auf 
Agar (KLUYVER u. Manten 1942; Scuatz u. Bovett 1952; ATktnson u. MoFappEN 
1954; Arxinson 1955, 1956; PackmrR u. VisHNrAC 1955; Martno u. Ciirton 1955) 
oder als Kahmhaut auf fliissigen Naihrbéden (Kasmrur 1906; NrxtEwsxky 1908; 
LEBEDEFF 1909; RunLanp 1922, 1924; ScHnEGEL 1953, 1954) herangezogen. Bei 
der Kultivierung auf der Oberflache von Agar oder stagnierenden Nahrlésungen 
bilden sich relativ dicke Schichten und Kahmhaute aus; die Zellen sind verschie- 
denen Bedingungen ausgesetzt, und das geerntete Material enthalt ein Gemisch 
von Bakterien verschiedenen physiologischen Alters. Hinheitliches Material, das 
sich einer bestimmten Wachstumsphase zuordnen laBt, ist nach diesen Verfahren 
nicht zu gewinnen. Die Oberflachentechnik ist auBerdem mit einem groBen Arbeits- 
aufwand verknipft und erfordert unphysiologisch lange Bebriitungszeiten; nach 
4—5 Tage langer Inkubation von 150 beimpften Agarplatten wurden 2,5 g Zellen 
(Tr. Gew.) geerntet (PACKER u. VISHNIAC 1955). 


Knallgasbakterien in Fliissigkeitskultur durch Schiitteln unter einer Knallgas- 
atmosphire zum Wachstum zu bringen (BERGMANN, TOWNE u. Burris 1958; 
Linpay u. SyRurt 1958), stellt eine wesentliche Verbesserung dar; die Anwendung 
dieses Submersverfahrens ist jedoch auf kleine Mengen beschrankt. 


Bei der Durchstroémung der beimpften Minerallésung mit dem CO,-Knallgas- 
gemisch in einem geschlossenen System (Witson, Stout, PowELson u. KorrLer 
1953; CoHEN u. Burris 1955; Beramann, Towne u. Burris 1958) sind die Wachs- 
tumsbedingungen fiir Knallgasbakterien offensichtlich optimal, und das Verfahren 
empfiehlt sich zur Anzucht von Massenkulturen. Das Verfahren hat jedoch den 
Nachteil, daB die bei der forcierten Begasung auftretende Schaumbildung durch 
den Zusatz eines Anti-Schaum-Mittels unterbunden werden mu8. Einen gangbaren 
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technisch jedoch schwierigeren Weg stellt das Umpumpen der beimpften Nahr- 
losung durch eine mit Glaskugeln gefiillte und mit dem Gasgemisch durchstrémte 
Saule dar (McFappFw 1959). 


Die wichtigste Voraussetzung fiir das optimale Wachstum von Knall- 
gasbakterien in homogener Suspension ist die Sattigung der Fliissigkeits- 
phase mit den Gaskomponenten. In unserem Laboratorium hat sich ein 
Submersverfahren zur autotrophen Kultur von Knallgasbakterien aus- 
gezeichnet bewahrt, bei dem die Verteilung des Gasgemisches in der 
Minerallésung durch kraftige Magnetriihrung bewirkt wird. Der tech- 
nische Aufwand ist gering. Bei intensiver Riihrung schreitet das Zell- 
wachstum bis zu 1 g Trockengewicht/1 Nahrlésung logarithmisch fort. 


Methoden 


Die Triibungsmessung wurde als Absorptionsmessung in 1 cm-Cuvetten bei436 mu 
im Eppendorf-Photometer vorgenommen; es wurde nur innerhalb des Extinktions- 
bereiches zwischen 0,1 und 0,3 gemessen. Der Proteingehalt der Suspension wurde 
nach der durch La RrvibrReE (1958) fiir Bakterien modifizierten Biuretmethode nach 
WEICHSELBAUM (1946) bestimmt. 

Die Zellzahl wurde durch Auszihlen in der Thomaschen Zahlkammer (nach 
Neubauer) ermittelt. Die Bestimmung des Gesamt-N erfolgte nach KJELDAHL. Das 
Trockengewicht wurde nach zweimaligem Waschen der Zellen in dest. Wasser und 
Trocknung bei 85°C bis zur Gewichtskonstanz ermittelt. Der pq-Wert der Nahr- 
lésungen und Puffer wurde unter Kontrolle mit der Glaselektrode und dem pq- 
MeBgerat der Fa. Methrom AG eingestellt. Die Gaswechselmessungen erfolgten in 
den iiblichen zweiarmigen GefiSen von ca. 15 ml Rauminhalt in der Rundwarburg- 
apparatur (Modell V der Fa. Braun/Melsungen); 116 Hin- und Hergange/min; 
4 cm Schiittelamplitude. 


Nahrlésung. Das Mineralmedium enthielt auf 1000 ml dest. Wasser: 9g 
Na,HPO,: 12 H,O; 1,5g KH,PO,; 1,0g NH,Cl; 0,2¢ MgSO,-7H,0; 1,2 mg 
FeNH,-Citrat; 20mg CaCl,; 2 ml Hoagland-Lésung; 0,5 g NaHCO, (getrennt 
sterilisiert). Der pq-Wert betrug 6,8—7,0. Zur heterotrophen Kultur wurden an 
Stelle von Bicarbonat 2 g Glutamat zugefiigt. 

Organismus. Der untersuchte Organismus (Hydrogenomonas Stamm 20) ist 
ein gramnegatives, nicht-sporenbildendes, bewegliches Kurzstibchen. Die Zellen 
sind 1,5—1,7 uw lang und 0,8—1,0 uw breit. In fliissigen Nahrbéden lésen sich die 
Zellen leicht voneinander, bilden homogene Suspensionen, ohne zu verklumpen; 
Hautbildung erfolgt selbst in stagnierender Lésung nicht. 

Auf Mineralagarplatten wichst der Organismus in Form runder, schwach 
gewolbter, glanzender, gelber Kolonien mit glattem Rand. Bei heterotropher 
Kultur (Glutamat) unterscheiden sich die Kolonien davon lediglich durch ihre 
weiBbe Farbe. Das Wachstum auf Glucose ist schwach. 

Der Organismus ist durch weitere biochemische Eigenschaften gekennzeichnet: 
er wichst auf Bouillon ohne Hautbildung, auf Kartoffelscheiben in Form gelb- 
brauner Kolonien, bewirkt auf Blutagar keine Hamolyse, verwertet Citrat und eine 
Reihe organischer Siuren, reduziert Nitrat zu Nitrit, bildet kein Indol, keinen 
Schwefelwasserstoff, kein Methylathylcarbinol, verfliissigt Gelatine nicht, alkalisiert 
und koaguliert Milch nicht. 


KulturgefaS8e und Rihrapparatur. Als KulturgefiBe (Abb. 1 und 2) wurden 
6 1-Zweihalskolben aus Solidexglas verwendet. Sie werden gewohnlich mit 3—41 
Mineralmedium beschickt. Ein mit zwei Wattefiltern versehener Waschflaschen- 
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aufsatz, der mit einem NS 29 in den zentralen Hals des Kolbens eingesetzt wird, 
dient der Zu- und Ableitung des Gases. Durch den zweiten Kolbenhals (NS 29) 
ragt ein dickes Glasrohr, das oben mit einem Schliffstopfen zu verschlie8en ist, 
bis in die Nahrlésung; durch dieses Glasrohr lassen sich mit sterilen Pipetten 
Proben entnehmen, ohne da& Gas entweichen kann. In der Nahrlésung befindet sich 


Abb. 1. Apparatur zur Submerskultur von Knallgasbakterien unter autotrophen Bedingungen 


ein Magnetstab aus Oerstit 400-Fe von 15 mm Durchmesser und 60 mm Lange, der 
in starkwandigem PVC-Schlauch wasserdicht verschweibt ist. Kolben und Nahr- 
losung werden im Autoklaven sterilisiert ; der Magnetstab wird in 80°/,igem Athanol 
aufbewahrt und durch Abspiilen mit sterilem Wasser keimfrei gemacht. 

Das Gasgemisch (75°/, He, 15°/) O2, 10°/, CO,) wird in einem Gasometer her- 
gestellt, das mit einem AusgleichsgefaB verbunden ist; mit FSO, angesauertes 
Leitungswasser dient als Sperrfliissigkeit. Kine Waschflasche zwischen Gasometer 
und KulturgefaB verhindert den etwaigen Ubertritt von Sperrfliissigkeit in den 
Kulturkolben. aes 

Das Gerat (Abb.1) ist mit sechs Riihrstellen ausgestattet. Die in Aussparungen 
der Tischplatte rotierenden Antriebsmagnete (Oerstit-Beinchenmagnete, Breite 
5cm) werden iiber eine Transmission von einem 0,5 PS Drehstrommotor mit 
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stufenlos rezelbarem Ganzstahlgetriebe (der Fa. Heynau, Miinchen) betrieben. Das 
Gerat wurde uns von den ortsansassigen Firmen E. Schiitt jr. und H. Clodius 
gebaut. 

Nach Beimpfung der Nahrlosung wird der Gasraum des KulturgefaBes mit 101 
Gasgemisch durchstr6mt; sodann bleibt der Gasraum durch einen Schlauch mit 


Abb. 2. Hinflu& der Rotationsgeschwindigkeit des Magnetriihrers auf die Gasverteilung in der 
Nihrlésung. U/min: a 0, b = 375, c 650, d 800 


dem Gasometer in Verbindung; die Gasableitung am Kulturkolben wird geschlossen. 
Abb.2a—d veranschaulicht die durch die Riihrung bewirkte Verteilung des Gases 
in der Minerallésung bei verschiedenen Rotationsgeschwindigkeiten. Wir ziehen 
Knallgasbakterien routinemaiBig bei 650 U/min heran. 
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Ergebnisse 
1. Wachstumskurve 
Zur Ermittlung der Wachstumskurve wurde ein 61-Kolben (31 
Minerallésung) mit Zellen beimpft, die von einer 4 Tage lang autotroph 
bebriiteten Mineralagarplatte stammten; alle 2 Std wurde mit 41 einer 
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Abb. 3a u.b. a Verinderung der Zellzahl (A), der Extinktion (B), des Trockengewichts (C), des 

Zellgewichts (D) und des scheinbaren Zellgewichts (Z) wahrend des autotrophen Wachstums (A—C 

halblogarithmisch); b Zunahme des Trockengewichts, der Extinktion und der spezifischen Extinktion 

(Extinktion je Milligramm Trockengewicht). 61-Zweihalskolben mit 31 Minerallésung px 7,0; 

Impfung mit 4 Tage alten auf Agarplatten gezogenen Zellen; 28°C; 650 U/min; Gasmischung 
85°/o He, 10°/> Oz, 5°/o COs 


Abb. 3a rechts oben statt 10-* g lies: 10-1 g. 


Gasmischung von 85°/, H», 10°/) O, und 5°/, CO, durchstrémt. Diese in 
kurzen Intervallen wiederholte Durchstré6mung erwies sich als not- 
wendig, da H, und O, von den Bakterien annahernd im Verhaltnis 3:1 
umgesetzt werden und die Atmosphare somit im Laufe des Wachstums 
an O, verarmt. Triibung und Gesamtzellzahl wurden von Anfang an 
bestimmt, Trockengewicht, Biuret- und Kjeldahl-Stickstoff erst in der 
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logarithmischen Wachstumsphase. Abb.3a gibt (in halblogarithmischer 
Darstellung) die Zunahme der Gesamtzellzahl (Kurve A), der Triibung 
(Kurve B) und des Trockengewichtes (Kurve C) wahrend eines 50stiin- 
digen Wachstumsversuches wieder. Unter den gegebenen Bedingungen — 
mit nur 10°/, O, in der Gasatmosphire — ist die Phase der exponen- 
tiellen Teilungsrate verhaltnismaBig kurz; schon von der 20. Std an 
setzt eine Abnahme der Teilungsrate ein, die offenbar auf die Begrenzung 
der Sauerstoffdiffusion zuriickzufiihren ist. Der Anstieg der Kurven fiir 
das Trockengewicht und die Triibung ist geringer. In Kurve D ist der 
Quotient Trockengewicht/Gesamtzellzahl = Zellgewicht aufgetragen. 
Die Zellen erreichen zu Anfang der logarithmischen Teilungsphase ihren 
héchsten Trockensubstanzgehalt. Im Laufe der log-Phase nimmt das 
Zellgewicht zunichst rasch, dann langsamer ab. Es ist deutlich, da8 sich 
die Zelldimensionen auch wihrend der log-Phase stiindig verandern, die 
Zellen also keine ,,Standardzellen“ darstellen (HENRIcI 1923; Martin 
1932; HursHny 1939). Dies ist ein bei physiologischen Untersuchungen 
an Zellen, die zu einem bestimmten Zeitpunkt geerntet werden, zu 
beachtender Umstand. 

In Kurve E ist der Quotient ,,scheinbares Trockengewicht‘‘!/Zell- 
zahl = ,,scheinbares Zellgewicht“‘ (HERSHEY 1939) aufgetragen. Das 
, Scheinbare Zellgewicht“ weicht von dem wahren erheblich ab. Die 
Abweichung beruht auf der Abhangigkeit der Lichtstreuung von der 
GréBe der streuenden Teilchen. Ein Vergleich der Kurve G (Trocken- 
gewichte) in Abb.3b mit Kurve F (Extinktionswerte) zeigt, daB das 
Verhaltnis Extinktion/Trockengewicht = ,,spezifische Extinktion‘‘ vom 
Beginn der log-Phase an zunimmt; mit Abnahme des Zellgewichtes, d.h. 
der Teilchengr6éBe, nimmt die spezifische Extinktion zu. 


2. Ermittlung von Wachstumskonstanten durch Gaswechsel- 
messungen 


Die optimalen Wachstumsbedingungen (pp, Temperatur, pCO,, pO,, 
pH,) wurden durch Messung der Gasaufnahme einer sehr diinnen Suspen- 
sion (0,005—0,015 mg Zelltrockengewicht) iiber einen Zeitraum von 8 Std 
ermittelt, Aus der logarithmischen Phase der Submerskultur abpipettierte 
Zellen vermehren sich in den Warburg-GefaiSen ohne lag-Phase. Da die 
Gasaufnahme von log-Phasen-Zellen der Zunahme der Zellmasse pro- 
portional gesetzt werden kann, 1iBt sich das Wachstum am Anstieg der 
Gasaufnahme verfolgen. Den Optimumskurven (Abb.4—6) liegt die 
relative Zunahme (r.Z.) der Gasaufnahme zwischen der 3. und 6. Ver- 
suchsstunde zugrunde (siehe Legende Abb. 4). 


* Das ,,scheinbare Trockengewicht“ ist der Extinktion streng proportional und 
errechnet sich aus den Extinktionswerten und einem einmalig bestimmten Faktor 
(Extinktion/Trockengewicht am Versuchsende). 
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Stamm 20 wachst in einem verhaltnismaBig breiten py-Bereich 
(Abb.4). Das Wachstumsoptimum liegt zwischen py 6,5 und 7,0. Ab- 
weichungen des py nach der sauren Seite vom Neutralpunkt beein- 
trachtigen das Wachstum weniger als Abweichungen nach der alka- 
lischen Seite. 

In Abb. 5 kommt die hohe Empfindlichkeit des untersuchten Stammes 
gegeniiber héheren Sauerstoffpartialdriicken zum Ausdruck. Bei einem 


Abb. 4 Abb. 5 


Abb. 4. Gasaufpahme unter Wachstumsbedingungen bei variiertem px. 3 ml Mineralmedium je 
Warburg-GefiB geimpft mit 0,005 mg Zellen (Trockengewicht); 30° C; Gasatmosphire 30°/, Luft, 
65°/,) He, 5°/, CO.; die genauen pu-Werte der mit Phosphat gepufferten Minerallésungen wurden mit 
der Glaselektrode nach Sittigung mit dem Gasgemisch bestimmt. Zur Darstellung der pu-Optimums- 
Kurve wurde die relative Zunahme der Gasaufnahme zwischen der dritten und sechsten Versuchs- 


stunde aufgetragen 
vl Gasaufnahme nach 6 Std — wl Gasaufnahme nach 3 Std 


dei “1 Gasaufnahme nach 3 Std 
Abb. 5. Gasaufnahme unter Wachstumsbedingungen bei variiertem pO,. 8ml Mineralmedium je 


Warburg-GefaB geimpft mit 0,008 mg Zellen (Trockengewicht); 30° C; px 6,5; Gasatmosphire 30°/, 
Ha, 5°/p COs, 3—30°/) O2. mit N, auf 100°/, aufgefiillt. Optimumskurve wie Abb. 4 


Sauerstoffgehalt der Atmosphare von 30°/, kommt es gerade’noch zum 
Wachstum; oberhalb 40°/, wird das Wachstum unterdriickt, wie bereits 
mehrfach beobachtet wurde (ScHATz u. BovELL 1952; SCHLEGEL 1953). 
Bei dem geringsten gepriiften O,-Partialdruck (3°/) O,) ist die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit am gréBten. Es ist zu bemerken, daf die vorliegende 
Messung an sehr diinnen Suspensionen vorgenommen wurde, die eine 
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eben noch sichtbare Triibung verursachten. Unter diesen Bedingungen 
stehen die gelésten Gase im Gleichgewicht mit der Gasatmosphare, und 
der pO, in der Losung entspricht dem im Gasraum. Die Optimumskurve 
gibt demzufolge die ,,wahre‘‘ Abhangigkeit des Zellwachstums vom 
Sauerstoffpartialdruck wieder. Wird das Wachstum bei héheren Zell- 

konzentrationen jedoch durch die Dif- 
i opti Sat ST al "y fusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs 

rt 


begrenzt, so wirken hdhere O,-Partial- 

driicke fordernd. 

apie Das Temperaturoptimum des Wachs- 
tums betragt 32°C (Abb.6). Bei héheren 

Temperaturen (35 und 40°C) ist die Gas- 

aufnahme zwar zunachst infolge der 

héheren Reaktionsgeschwindigkeit der 
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vorhandenen Enzyme gréBer; aus der ab- 
fallenden Tendenz der Gasaufnahme ist 
jedoch zu schlieBen, da keine Zell- 
vermehrung eintritt und das Enzym- 
system sogar geschadigt wird. 

Vom CO,-Partialdruck ist das Wachs- 
tum im Bereich von 1—10°/, nahezu 
unabhangig; bei héheren CO,-Gehalten 
kommt es zu einer Beeintrachtigung der 


oF | et? =| Gasaufnahme. Inwieweit das Wachstum 
7 2 a ¥ 5 : $ 

637 hei verschiedenen H+-Ionenkonzentra- 
Abb. 6. Gasaufnahme unter Wachs- * * : 
tumsbedingungen bei variierter Tem- tionen durch verschiedene CO,- Partial. 
peratur. 3ml Mineralmedium je driicke beeinfluBt wird, wurde nicht 
Warburg-GefaiB geimpft mit 0,015 mg t ht 
Zellen (Trockengewicht); pu 6,5; untersucht, 


5"), Os; Optimumskurve wie'abb.4 1m Bereich von 3—80°%/) H, ist das 

Wachstum vom H,-Partialdruck nahezu 
unabhangig. Bei noch geringeren H,-Konzentrationen verfolgten wir nicht 
das Wachstum, sondern bestimmten die Hydrogenaseaktivitat. Die halbe 
maximale Geschwindigkeit der H,-Oxydation wird bei 0,007 at erreicht. 


3. Abhingigkeit des Wachstums vom Sauerstoffpartialdruck 
bet verschiedenen Zelldichten 


Bei der Ermittlung der ,,wahren‘‘ Abhangigkeit des Wachstums von 
Knallgasbakterien (Stamm 20) wurde mit kleinen Sauerstoffkonzentra- 
tionen (3°/, O,) die gréBte Wachstumsrate erzielt. Unter den angewen- 
deten Bedingungen bei éuBerst geringer Bakterienkonzentration bestand 
zwischen dem pO, in der Gasatmosphare und in der Suspensionsfliissig- 
keit ein vélliges Gleichgewicht im Sinne des Henry-Daltonschen Gesetzes. 
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Bei héheren Bakteriendichten, wie sie im Laufe des Wachstums einer 
Kultur gewéhnlich auftreten, herrschen andere Verhiltnisse: Die Auf. 
nahme des gelésten Sauerstoffs durch die Organismen erfolgt rascher als 
durch O,-Diffusion aus der Gasphase in Lésung gebracht werden kann. 
Selbst bei VergréBerung der Phasengrenzflachen durch feine Verteilung 
des Gases in der Fliissigkeit 


(durch Riihren, Schiitteln oder 
Durchperlen) bleibt eine Sauer- 
stoffsattigung der Lésung aus. 
In einer durch aktiv sauerstoff- 
zehrende Mikroorganismen sicht- 
bar getriibten Nahrlésung wird 
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driicke auf die Zellen in einem — 
fortgeschrittenen Stadium der 
Kultur war bereits bei Unter- 
suchungen an Stamm 16 beob- 
achtet worden (WILDE, unver- 
6ffentlicht). In Abb.7 ist das 
Ergebnis eines Versuches dar- 
gestellt, bei dem verschieden 
stark beimpfte Nahrlosungen 
unter Gasgemischen verschie- 
denen O,-Gehalts bebriitet wur- 
den. Das Wachstum wurde durch 
Triibungsmessung verfolgt. Bei 
einer geringen Ausgangszelldichte 
hemmt ein hoher O,-Partialdruck 
(0,3 at) das Wachstum; der rascheste Anstieg der Triibung erfolgt 
zunachst mit 5°/), spaiter mit 10°/, O, in der Gasmischung. Die Auf- 
kriimmung der Kurven deutet auf exponentielles Wachstum in 
diesem Bereich. Bei einer héheren Ausgangszellkonzentration (# 
= 0,83) kommt in der Geradlinigkeit des Anstiegs der Triibung zum 
Ausdruck, daB die Zellen arithmetisch wachsen, die Wachstumsrate 
also durch einen konstant wirkenden Faktor begrenzt wird; die mit 
zunehmendem Sauerstoffeehalt des Gasgemisches (5, 10, 30°/) Oy) 
wachsenden Anstiegswinkel deuten darauf hin, daB es sich bei dem 
begrenzenden Faktor um die Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstofts 
handelt. Von noch hoheren Zelldichten (H = 1,66) ausgehend zeigen 
15 


Abb. 7. Abhangigkeit des Wachstums vom 7O, bei 

verschiedenen Zellkonzentrationen. 31 Mineral- 

medium px 6,8, in 6 1-Zweihalskolben bei 28° C, 

Rotationsgeschwindigkeit 650 U/min; beimpft von 

Fliissigkeits-Vorkultur; Gasatmosphire 5, 10 und 

30°/, O2 + 10°/, CO, + H, ad 100°/,; Triibungs- 
messung 
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die Wachstumskurven sogar fallende Tendenz: Der Zuwachs ist in diesem 
Bereich der Gasaufnahme nicht mehr proportional. 


Fiir die Massenkultur von Knallgasbakterien ist ihre ,,wahre“ Sauer- 
stoffempfindlichkeit ohne Bedeutung, sobald ihr Sauerstoffkonsum bei 
fortgeschrittenem Wachstum zu einem Ungleichgewicht der O,-Partial- 
driicke von Gas- und Fliissigkeitsphase fiihrt. Unter den gewahlten 
Wachstumsbedingungen (650 U/min; 28°C; 3—41 Minerallésung in 6 1- 
Kolben) entwickelt sich die Kultur am schnellsten, wenn ein Gasgemisch 
mit zundchst 10°/, O, und nach Erreichen einer Bakterienkonzentration 
von # = 0,5—0,8 mit 30°/, O, verabfolgt wird. 

Die Verwendung eines 30°/, O, enthaltenden Gasgemisches bringt auch 
eine Erleichterung in der Betreuung der Kultur mit sich, da es die 
Komponenten annahernd in dem Volumenverhiltnis enthalt, in dem die 
Gase wahrend des Wachstums aufgenommen werden (H,:0,:CO, = 
5,8:1,8:1 nach Martino u. Ciirron 1955). Damit eriibrigt sich ein in 
kleinen Zeitabstaénden wiederholtes Durchstrémen. Bei einer geeigneten 
Anordnung von hintereinandergeschalteten Gasreservoiren, die mit ver- 
schiedenen Gasgemischen gefiillt sind — durch ,,Gradientenbegasung** — 
kann die Kultur bis zum Erreichen der stationéren Phase sogar sich selbst 
iiberlassen, bleiben. 


Diskussion 

Knallgasbakterien wachsen in einem einfachen Mineralmedium, das 
NH,Cl als N- Quelle und Spurenelemente sowie Eisen enthalt. Obwohl 
eingehende Untersuchungen iiber die Abhingigkeit des Wachstums von 
der Zusammensetzung der Minerallésung noch nicht vorliegen, deuten 
Beobachtungen darauf hin, da’ Knaligasbakterien Konzentrations- 
iinderungen der Einzelkomponenten in einem weiten Bereich tolerieren. 
Demgegeniiber sind die Zusammensetzung der Gasatmosphire und alle 
Faktoren, die den Transport der Gaskomponenten zu den Zellen kon- 
trollieren, von entscheidendem EinfluB auf die Wachstumsrate. Da 
Kohlendioxyd von wafrigen Lésungen schnell absorbiert wird, steht es 
den Zellen stets in ausreichender Menge zur Verfiigung. Auch der 
molekulare Wasserstoff gelangt infolge seines kleinen Molekiilvolumens 
und. seiner hohen Diffusionsgeschwindigkeit geniigend schnell zu den 
Orten des Verbrauchs; bei unseren Versuchen (py, > 0,1 at) stellte die 
H,-Diffusion nie den begrenzenden Faktor dar. Von allen Faktoren, die 
das Wachstum in Submerskultur beeinflussen, kommt dem Sauerstoff 
die gréBte Bedeutung zu. Damit reduziert sich die Frage der Gas- 
versorgung bei den Knallgasbakterien auf das Problem der Sauerstoff- 
zufiihrung, das bei der Submerskultur aller intensiv sauerstoffzehrenden, 
streng aerophilen Mikroorganismen eine entscheidende Rolle spielt (RAHN 
u. RicHaRpDson 1941, 1942; van Nrex 1949). 
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Nur bei ganz geringen Zelldichten, solange eine Triibung visuell kaum 
wahrzunehmen ist, wird der im Medium gelést befindliche Sauerstoff dem 
O,-Partialdruck in der Gasphase im Sinne des Henry-Daltonschen- 
Gesetzes entsprechen. Mit zunehmendem O,-Konsum der Organismen 
tritt ein wachsendes O,-Defizit in der Lésung auf, bis das Wachstum 
schlieBlich durch O,-Mangel beeintrachtigt wird. Bei héheren Zelldichten 
mit man nicht die Wachstumsrate, sondern die Geschwindigkeit der 
O,-Zufiihrung. Man kann die Lange der Phase des exponentiellen Wachs- 
tums als Ma fiir die Wirksamkeit der Sauerstoffversorgung ansehen. 

Kine méglichst langanhaltende ausreichende Sauerstoffversorgung 
wird bei unserem Verfahren durch kraftige mechanische Riihrung und 
durch Verwendung eines sauerstoffreichen Gasgemisches erzielt. Dieses 
bei einer groBen Anzahl aerophiler Organismen bedenkenlos anwendbare 
Verfahren wird bei Knallgasbakterien wegen ihrer O,-Empfindlichkeit 
insofern erschwert, als hohe O,-Partialdriicke das Wachstum bei geringen 
Bakteriendichten hemmen (Abb.5 u. 7). DaB sich dieser ausgepragten 
O,-Empfindlichkeit durch eine Art ,,Gradienten-Begasung“ unter all- 
mahlicher Steigerung des O,-Gehalts von 5 auf 30°/, Rechnung tragen 
1a8t, wurde bereits erwahnt. 

Aus Abb.3 ist ersichtlich, daB sich die Trockengewichtszunahme 
wahrend des Wachstums nicht durch Triibungsmessung verfolgen JaBt. 
Es hat sich eingebiirgert, von der Triibung, die als Extinktion oder 
,,optical density‘‘ gemessen wird, auf die Zellmasse zu schlieBen. Selbst 
HerRsHEY (1939) schlieBt aus Versuchen an Escherichia coli ,,it can be 
seen that the ratio of turbidity to nitrogen is constant within the expected 
error in spite of the threefold difference in average size of cells in the 
two suspensions. The nephelometric method is, therefore, suitable for the 
estimation of bacterial mass in cultures of different age...“. Es wird 
sogar aus Werten, die durch Absorptionsmessung gewonnen sind, die 
Generationsdauer berechnet (CoHEN u. Burris 1955). Diese Verfahren 
sind jedoch nur in ganz grober Annaherung zur Wiedergabe der richtigen 
Verhaltnisse geeignet. 

Die Zellen machen wahrend des Wachstums einer stationéren Kultur 
betrachtliche Gré8enanderungen durch. Mit diesen GréBenanderungen 
geht eine Veranderung der relativen Oberflaiche der Zellen und der 
,Spezifischen“ (auf das Trockengewicht oder die Zellmasse bezogenen) 
Extinktion einher. 


Bebriitungs-| Trocken- Sl spez. 
dauer gewicht Extinktion Extinktion 
Std mg/ml 
15 0,1 0,12 1,20 
30 0,55 1,12 2,04 
45 0,99 2,26 2,28 


15* 
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Einer Zunahme der ZellgréBe entspricht eine Abnahme der ,,spezi- 
fischen Extinktion‘‘. Diese aus Abb.3b ersichtliche mit abnehmender 
ZellgréBe steigende spezifische Extinktion, die sich tibrigens auch aus 
den von Hersuey (1939) angegebenen Protokollen entnehmen 1aBt, steht 
im Einklang mit der Mreschen Theorie fiir die Streuung des Lichtes. 
Die Streuung ist abhangig von der TeilchengroBe und der Anzahl der 
Teilchen. Aus der Triibungsmessung — gleichgiiltig, ob sie turbidi- 
metrisch oder nephelometrisch erfolgt — wird sich demnach nicht auf 
die Zellmasse schlieBen lassen, sofern nicht nachgewiesen wird, daB die 
Teilchen in dem betrachteten Bereich in ihrer GréBe und anderen die 
Lichtstreuung bestimmenden Qualitaten konstant bleiben. 


Nach unserem Submersverfahren wurde mit Stamm 20 eine relativ 
hohe Wachstumsrate gemessen. Aus den log-Phasen der Wachstums- 
kurven (Abb.3) errechnet sich eine Generationszeit von 2 Std 10 min (aus 
der Zunahme der Zellkonzentration) und eine ,,scheinbare‘‘ Verdoppe- 
lungszeit von 3 Std 12 min (aus der Zunahme der Extinktion) fiir 28°C. 
Fiir Hydrogenomonas facilis in Submerskultur wurde eine Verdoppelungs- 
zeit (bei 30°C) von 71/, Std (CoHEN u. Burris 1955) und. 5 Std (BERGMANN, 
Towne u. Burris 1958) angegeben. Die scheinbare Verdoppelungszeit, 
die von den Autoren Generationszeit genannt wird, wurde aus den 
Extinktionswerten berechnet. Unsere Messungen machen jedoch deut- 
lich, daB man zwischen ,,Generationszeit*’ und ,,Verdoppelungszeit“‘ 
zu unterscheiden hat. Fiir die Gasaufnahme ergibt sich eine Ver- 
doppelungszeit von nur 1+/,—1%/, Std unter giinstigsten Verhaltnissen 
(Abb.4 und 6). 


Fiir weitere Untersuchungen an wasserstoffoxydierenden Bakterien 
wird das beschriebene Verfahren die Methode der Wahl sein. Es bietet 
die besten Voraussetzungen fiir die Entwicklung eines kontinuierlichen 
Kulturverfahrens. Wegen der technischen Einfachheit und der leichten 
Kultivierbarkeit der Knallgasbakterien empfiehlt es sich auch zur 
Biosynthese von C-markierten Verbindungen (NEwron u. WiLson 
1954) aus Kohlendioxyd. Das Verfahren ist weniger arbeitsaufwendig als 
andere fiir diesen Zweck beschriebene Praparationsmethoden (ERB u. 
Maurer 1960). 


Zusammenfassung 
Es wird ein Verfahren zur Submerskultur von Knallgasbakterien 
beschrieben. Ks beruht auf der kraftigen Magnetrithrung der Nahrlosung 
unter einem Gemisch von H,, O, und CO,. Der hohen O,-Empfindlichkeit 
der Zellen wird durch ,,Gradientenbegasung‘‘ Rechnung getragen. 


Der fakultativ chemolithotrophe Hydrogenomonas-Stamm 20 wurde 
bakteriologisch charakterisiert und wachstumsphysiologisch untersucht. 
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Die Generationszeit betragt wahrend der log-Phase 21/, Std, die schein- 
bare Verdoppelungszeit 31/; Std (28°C). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung durch 
Apparate und Personalmittel im Rahmen einer Sachbeihilfe. 
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Studien tiber die Adsorption und Injektion 
von durch Protamin inaktivierten T5-Phagen 


Von 
G. SIEFERT- GRETCHMAN 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 14. September 1960) 


In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, daB niedermolekulare basische 
Proteine (Protamine und Histone) die Coliphagen T1 und T5 inakti- 
vieren. Bei der Untersuchung der Kinetik dieser Inaktivierung ergab 
sich, da der Anteil aktiver Phagen innerhalb weniger Minuten auf ein 
nahezu konstantes Sattigungsniveau abfallt, dessen Héhe von der Gift- 
konzentration bestimmt wird. Diese Sattigung tritt nicht durch Ver- 
brauch des vorhandenen Protamins auf, sondern ist durch resistente 
Phagen in der Population bedingt. Diese Resistenten sind jedoch keine 
Mutanten, und durch hohere Protaminkonzentrationen werden auch sie 
inaktiviert. Eine Erhéhung der Temperatur senkt die Anzahl der Uber- 
lebenden, und zwar bei T5 mehr als bei T1. Durch Verwendung von 
Gummi arabicum konnte die Geschwindigkeit der Inaktivierung ver- 
langsamt und dadurch eine erste, sehr schnelle von einer zweiten, etwas 
langsameren Reaktion unterschieden werden. Die Schadigung durch 
Protamin konnte durch einfache physikalische Prozesse nicht riick- 
gangig gemacht werden. 

Zweck der vorliegenden Untersuchung war es, diejenige Phase im 
Vermehrungscyclus von T5 aufzudecken, welche durch Protamin 
gehemmt wird, um so etwas tiber die Art der Schadigung von T5 durch 
Protamin aussagen zu k6énnen. 


I. Material und Methoden 


Phagen: Coliphage T5, in synthetischem Medium (,,F*‘, vgl. Apams 1950) 
angereichert und durch Ultrazentrifugation gereinigt. Der Titer der Stammsuspen- 
sion lag meist zwischen 1 - und 5- 101° Phagen/ml. 

Bakterien: Escherichia coli B; Escherichia coli K 12 (A); Escherichia cola K 12 (s). 

Protamin: Protaminsulfat ,,Roche‘‘; 1°/,ige Lésung; Deutsche Hoffmann- 
La Roche A.G., Grenzach/Baden. 

Inaktivierung von T5 durch Protamin: Die Phagensuspension wurde — 
nach eventuellem Verdiinnen mit Puffer — mit einer 0,01°/,igen Protaminlésung 
im Verhiltnis 1:1 versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. In den Kontrollen wurden 
die Phagen mit der entsprechenden Menge physiologischer Kochsalzlésung versetzt. 

Weitere Angaben zur Methodik sind bei den einzelnen Versuchen aufgeftihrt. 


224. G. SIEFERT-GRETCHMAN: 


II. Ergebnisse 
A, Adsorption der inaktivierten T5-Phagen an E. coli B 


Im Elektronenmikroskop kann man direkt die Verbindung zwischen 
inaktivierten Phagen und ihren Wirtsbakterien priifen. Eine nahezu 
direkte Messung der Adsorption inaktivierter Phagen an ihre Wirts- 
bakterien wire auch mit isotopen-markierten Phagen moglich; da jedoch 
keine entsprechende Ausriistung verfiigbar war, muBten einige indirekte 
Methoden angewendet werden. 


1. Elektronenmikroskopische Untersuchungen* 


a) Schon die ersten elektronenmikroskopischen Aufnahmen lieBen eine 
Adsorption der durch Protamin inaktivierten T5 an ZH. coli B vermuten; 
denn die Phagen lagen mit den Schwanzen eng an der Bakterienmembran 
an. Auch fehlten in der Umgebung der Bakterien freiliegende Phagen, 
die in den Kontrollen mit der adsorptionsresistenten Mutante B/5,1 
immer vorhanden waren. Da es jedoch méglich ist, daB die Phagen 
wahrend der Praparation (Agarfiltrationsmethode nach KELLENBERGER) 
mechanisch an die Bakterien herangeschwemmt werden, sind diese Auf- 
nahmen allein kein ganz eindeutiger Beweis fiir die Adsorption der 
inaktivierten T5 an LE. coli B. 

b) Eine exaktere Adsorptionsbestimmung durch Zusatz von Latex 
(KELLENBERGER, pers. Mitteilung), bei der nur der Uberstand nach der 
Adsorption prapariert wird und das Verhaltnis Phagen: Latex vor und 
nach der Adsorption verglichen wird, konnte bei den vorliegenden 
Versuchen nicht angewendet werden. Vermischte man namlich das 
Inaktivierungsgemisch mit Latexsuspension, so trat sofort eine makro- 
skopisch sichtbare Agglutination auf, die sich elektronenmikroskopisch 
als groBe Zusammenlagerungen von Latexkugeln zeigte. Durch diese 
Ausfallung wird eine wesentliche Voraussetzung der Methode — die 
gleichmaBige Verteilung der Latexkugeln in der Versuchssuspension — 
zerstort. 

c) Die Adsorption konnte jedoch elektronenmikroskopisch eindeutig 
durch Verwendung isolierter Receptorsubstanz fiir T5? nachgewiesen 
werden. WEIDEL u. KELLENBERGER (1955) zeigten, daB sich jeweils nur 
ein Receptorkiigelchen an die Schwanzspitze eines T5-Phagen anlagert 
und ihn dabei inaktiviert, d. h. der Phage kann sich nun nicht mehr an 
ein Bakteritum adsorbieren und sich darin vermehren. 


! Durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn Prof. Dr. B. Rasewsky 
konnten die elektronenmikroskopischen Untersuchungen am Max Planck-Institut 
fiir Biophysik, Frankfurt/Main, ausgefiihrt werden. Herrn Dr. W. Lrerrrr danke 
ich fiir Unterstiitzung hierbei. 

* Herrn Prof. Dr. Dr. W. Werper bin ich fiir die Uberlassung der Receptor- 
substanz fiir T5 zu groBem Dank verpflichtet. 
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Bei Verwendung von durch Protamin inaktivierten Phagen miBte 
sich auch elektronenmikroskopisch feststellen lassen, ob die Schwanz- 


Abb.1. Protamininaktivierte T5-Phagen, denen isolierte Receptorsubstanz (runde Kiigelchen) fiir 
T5 zugesetzt wurde. Vergr. etwa 54000 


spitzen der inaktivierten Phagen noch durch Receptor besetzt werden 
k6onnen oder nicht, ob also der Adsorptionsmechanismus durch Protamin 


gestort wird. 


226 G. SIEFERT-GRETCHMAN: 


Die Uberlebendenrate der Phagen betrug nach Protaminbehandlung 
10-5, die Anzahl aktiver Phagen im Versuchsgemisch war also so gering, 
daB sie fiir die Beurteilung der Aufnahmen vernachlassigt werden kann. 
DaB8 auf Abb.1 und den entsprechenden Kontrollen nicht alle Phagen 
mit Receptor besetzt sind, kann auf die Methode zuriickgefiihrt werden: 
WeEIDEL u. KELLENBERGER praparierten in Bouillon, um die besten 
Ergebnisse zu erhalten. Eine Verwendung von Bouillon bei Protamin- 
versuchen ist jedoch nicht méglich, da hierbei Ausfallungen auftreten. 
Deshalb muBten die Phagen — wie iiblich — in Puffer prapariert werden. 
Beriicksichtigt man jedoch die geringe Anzahl aktiver Phagen im 
Versuchsgemisch, dann beweisen die Aufnahmen, daf sich protaminin- 
aktivierte T5 noch mit Receptorsubstanz verbinden, und damit, dal 
die Adsorption nicht unterbunden wird. 


2. Adsorptionssdttigung 
Die Adsorptionsfahigkeit der inaktivierten Phagen wurde auch in 
speziellen Adsorptionsversuchen demonstriert. 


Es wurden jeweils drei Parallelansitze gemacht: Réhrchen I enthielt z. B. 101° 
aktive T5/ml, wahrend in Rohrchen IT die gleiche Anzahl Phagen durch Protamin 
auf 10’ aktive Uberlebende vermindert war. Réhrchen III enthielt nur 10’? unbehan- 
delte aktive Phagen. Zu den drei Ansatzen wurden je 3,2 - 108 Zellen von Z#. coli B 
gegeben, nach 20 min bei 37°C durch Zentrifugieren die Komplexe sedimentiert 
und im Uberstand die Anzahl freier Phagen bestimmt. 

Werden die inaktivierten T5 noch an E£. coli B adsorbiert, dann be- 
setzen sie den gréBten Teil der vorhandenen Receptorstellen fiir T5 auf 
den Bakterien, und fiir die Uberlebenden bleiben zur Adsorption wenige 
Receptorstellen frei. In Réhrechen IIT befinden sich nur soviel aktive 
T5, wie den Uberlebenden in Réhrehen IT entsprechen; diese haben zur 
Adsorption jedoch die unverminderte Receptorenzahl zur Verfiigung. 
Die Phagen in Réhrchen III miiBten also starker adsorbiert werden als 
die Uberlebenden in Rohrchen IT. 

Die Ergebnisse der Versuche sind aus Tab.1 zu entnehmen. 


Tabelle 1. Versuch zur Adsorptionssdttiqgung 


Rohrehen I | Rohrehen II Rohrchen IIT 
T5 unverdiinnt + NaCl T5 unverdiinnt + Protamin T5 1:1000 verdiinnt + NaCl 
+ 3,2-108 H. colt B | + 3,2- 108 H. coli B + 3,2:+ 108 H. colt B 
Adsorption nach 20 min: 
1. Versuch 84°/, | 54°/, 85/, 
2. Versuch 74°/, 46°/, 86°/, 


Kin Vergleich der beiden Kontrollréhrchen (I und III) mit dem Ver- 
suchsréhrehen (II) zeigt, da die Adsorption der Uberlebenden eines 
Inaktivierungsgemisches weitaus geringer ist als in den Kontrollen, Das 
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hei®t aber, daB im Versuchsréhrchen schon Receptorstellen durch die 
inaktivierten Phagen besetzt wurden und damit, daB eine Adsorption 
der Inaktivierten stattfindet. 


B. Tétung des Wirtes 
(Untersuchung der Tétungsfiahigkeit der inaktivierten Phagen) 


Eine Tétung von ZL. coli B durch die adsorbierten inaktivierten T5- 
Phagen erfolgt nicht. Dies konnte durch Versuche gezeigt werden, bei 
denen L. coli B vergleichsweise mit a) aktiven T5; b) inaktivierten T5; 
c) der entsprechenden Protaminkonzentration und d) nur mit Puffer ver- 
setzt und die Bakterienkonzentration iiber eine bestimmte Zeit hin 
gepruft wurde. 

Wahrend der Versuchszeit nahm nur in dem Ansatz mit aktiven T5 
die Zahl koloniebildender Bakterien erheblich ab — entsprechend der 
Adsorption der Phagen und Lyse der infizierten Bakterien —, wihrend 
sie sich bei den inaktivierten Phagen und den Kontrollen mit Protamin 
und Puffer nur sehr wenig veranderte. 


Tabelle 2 
Versuch iiber die Fahigkett der protamininaktivierten T'5-Phagen, Bakterien zu toten 
(m = 17,5) 
Titer der N/No nach Adsorp- Bakterien Bakterien Bakterien 
aktiven T5 Protamin- |  tionszeit + Puffer +inakt.T5 | + aktive T5 
behandlung 


2,8 - 10° 6,32 - 10> 


0 min 1,6 - 108 


5 min 1,05 - 10° 4,2 - 10? 
15 min 6,3.» 10% 119-107 
25 min 4,6 - 10° 1,40 - 10° 
35 min 3,07 - 10? 1,06 - 10° 


Fine Abnahme der Koloniebildung von #. coli B zeigte sich nur dann, 
wenn sich die inaktivierten Phagen in groBer Uberzahl gegeniiber den 
Bakterien befanden (vgl. Tab.2: Multiplizitat m = 17,5). Verwendet 
man nur geringe Phagenkonzentrationen (bis m = 5), dann konnte keine 
Abnahme der Koloniebildungsfahigkeit festgestellt werden. Die meisten 
der inaktivierten Phagen haben demnach mit ihrer Vermehrungsfahig- 
keit auch die Fahigkeit zur Tétung des Wirtes verloren. Nur ein kleiner 
Teil dieser Phagen kann ZF. coli B abtéten. Damit ist es klar, daB die 
starke Verminderung des Phagenlochtiters nicht darauf beruhen kann, 
daB die durch Protamin veranderten Phagen die von ihnen infizierten 
Bakterien toéten. Vielmehr findet in diesen Komplexen keine Phagen- 
vermehrung statt, und die Zelle iiberlebt meist die Adsorption. 
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C. Reaktivierung durch Trypsin 

Es ware méglich, daB das Protamin nur eine fiir die Aktivitat wichtige 
Stelle abdeckt oder blockiert, ohne daB diese irreversibel zerstort wird. 
Deshalb wurde untersucht, ob sich die inaktivierten T5 reaktivieren 
lassen, wenn sie mit einem Enzym behandelt werden, welches Protamin 
abbaut. 

Anstelle einer schwer zu beschaffenden Protaminase wurde Trypsin? 
verwendet. Nach KirczKowski (1956) baut Trypsin das Protamin 
Clupein zu kleineren Peptiden ab, die ohne Hinflu8 auf Bakteriophagen 
sind. 


Zu inaktivierten Phagen wurde Trypsin der Konzentrationen 0,75°/, und 2,25°/, 
zugesetzt und das Gemisch 60 min bei 37°C inkubiert. Gleichzeitig wurden un- 
behandelte Kontrollen den gleichen Trypsinkonzentrationen ausgesetzt. 


Tabelle 3 
Versuch zur Reaktivierung der protamininaktivierten T5 durch 0,75°/,iges Trypsin 


Uberlebende T5 en Dauer der | Inaktivierte T5 | Unbehandelte T5 
nach Protamin- Protamin- Trypsin- _¥e ; 
behandlung einwirkung einwirkung TRAE E com aa hag 
0 min 8,9 -10! | 1,0 - 101° 
958-105 5 min 15 min 1,07 - 10° 8,06 + 10° 
30 min 9,4 - 104 7,90 - 10° 
60 min 8,0 - 104 8,30 - 109 
0 min 5,8 - 104 1,17 - 101° 
6,95 - 10-5 15 min 30 min 5,21+ 106 9,91 - 109 
60 min 2,19 - 10° 8,97 - 10° 
150 min 2,14 + 108 8,98 - 109 
0 min 8,90 - 104 1,5 -101° 
7,74- 10-5 30 min 15 min 3,20 - 10° 1,2, + 10%° 
30 min 4,6 - 10° 1,1 - 101° 
60 min 5,97 - 10° 1,61 + 104° 


Aus Tab.3 ergibt sich, daB der Titer der unbehandelten Phagen durch 
0,75°/,iges ‘Trypsin nicht beeinfluBt wird, wihrend bei den inaktivierten 
Phagen ein kleiner Titeranstieg zu verzeichnen ist. Der Anstieg kann 
durch 2,25°/,iges Trypsin nicht gesteigert werden. Die Tab.3 zeigt ferner: 
je langer Protamin auf die Phagen einwirken konnte, bevor Trypsin 
zugegeben wurde, desto mehr Phagen konnten reaktiviert werden, 
obwohl die Rate iiberlebender Phagen sich dadurch nicht anderte, also 
der friiher gefundenen Sattigung der Inaktivierung unterliegt (StmrmrT- 
GRETCHMAN u. Kaptan 1958). Wahrend bei nur 5 min Protamineinwir- 
kung der Uberlebendtiter durch Trypsinnachbehandlung iiberhaupt 
nicht anstieg, wurde er bei 15 min Protamineinwirkung von 6 - 104 auf 
2 - 10° (3,3fach), bei 30 min von 9 - 104 auf 6 - 105 (6,4fach) erhoht. 


1 Trypsin, Fa. E. Merck, Darmstadt. 
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Es wird also nur ein sehr geringer Bruchteil der inaktivierten Phagen 
durch Trypsin wieder reaktiviert, wahrend die Hauptmenge unbeein- 
fluBt bleibt. 

In einer friiheren Arbeit (Stmrert-GrercHMAN u. KAPLAN 1958) 
konnte gezeigt werden, da8 durch die gleiche Protaminmenge mehrere 
Phagenzugaben nacheinander inaktiviert werden kénnen, d. h. daB das 
Protamin nicht verbraucht wird. Um in den vorliegenden Versuchen 
festzustellen, daB die verwendete Trypsinkonzentration und die Ein- 
wirkungszeiten auch wirklich ausreichten, alles in Lésung vorhandene 
Protamin zu spalten, wurden den Ansatzen anschlieBend nochmals 
aktive T5 zugesetzt. Der Titer dieser zweiten Phagenmenge blieb stets 
erhalten. Daraus ergibt sich, daf alles frei vorhandene Protamin enzyma- 
tisch gespalten worden war und da8 etwa reaktivierte Phagen nicht 
durch unzersetztes Protamin neu inaktiviert worden sind. Der weitaus 
gréBte Teil der protamininaktivierten Phagen ist also nicht durch Tryp- 
sin reaktivierbar. 


D. Priifung auf wirksame Injektion 

Da die Versuche gezeigt haben, daB durch Protamin die Adsorption 
nicht verhindert wird und daB die Wirtsbakterien nur sehr schwach von 
den inaktivierten T5 getdtet werden, muBte weiterhin untersucht 
werden, ob die inaktivierten Phagen noch weitere Schritte der Phagen- 
entwicklung vornehmen kdénnen, insbesondere, ob sie noch ihre DNS 
injizieren oder nicht. 

1. Multiplizititsreaktivierung 

Multiplizitatsreaktivierung setzt eine Injektion der Phagen-DNS 
voraus; denn sie besteht ja im Freiwerden von vermehrungsfahigen 
Phagen aus einem Bakterium, das mit inaktivierten, also allein nicht 
mehr vermehrungsfahigen Phagen mehrfach infiziert war. Luria konnte 
1947 fiir UV-inaktivierte T2, T4 und T'6 sowie auch fiir T5 eine Multi- 
plizitatsreaktivierung nachweisen. 

In den entsprechenden Versuchen mit protamininaktivierten T5- 
Phagen wurde das Verhaltnis von Phagen zu Bakterien zwischen 0,1 und 
5 variiert. Eine Erhéhung des Uberlebendentiters und damit eine Multi- 
plizitatsreaktivierung konnte jedoch nie festgestellt werden. Dieser 
Befund spricht jedoch noch nicht gegen eine Injektion, denn es kénnte 
durch Protamin an jedem Phagen die gleiche Schaidigung hervorgerufen 
werden, die es unméglich macht, daB sich mehrere Untereinheiten von 
inaktivierten Phagen im Bakterieninnern wieder zu einem normalen, 
aktiven Phagen erganzen kénnen. 

2. Elektronenmikroskopische Darstellung der Injektion 


Beim Phagen T2 lassen sich nach der Injektion an einem Bakterium 
gut leere Phagenhiillen feststellen, die ihre DNS schon injiziert haben 


230 G. Stprert-GRETCHMAN: 


und deshalb kontrastiirmer, d.h. leer gegeniiber normalen Phagen er- 
scheinen. Wahrend der elektronenmikroskopischen Adsorptionsunter- 
suchungen wurde gleichzeitig nach leeren T5-Hiillen an den Bakterien 
gesucht. Solche Hiillen konnten jedoch auch in den Kontrollen nur sehr 
unsicher und unregelmabig festgestellt werden. Es scheint so, als wiirde 
die DNS von T5 ausnahmsweise schon durch mechanische Einfliisse bei 
der Praparation freigesetzt, so daB die — selten beobachteten — leeren 
Hiillen von inaktivierten T5 an Z. coli B nicht als Beweis fiir eine nor- 
male Injektion dienen kénnen. 


3. Interferenz (Zusammenarbeit mit iiberinfizierenden Phagen) 
Infiziert man ein Bakterium in kurzem Abstand nacheinander mit 
zwei verschiedenen Phagen, die serologisch nicht verwandt sind, dann 
vermehrt sich nur der eine Phage, wihrend die Vermehrung des anderen 
unterdriickt wird. Die Vermehrung der DNS des nachinfizierenden 
Phagen wird also durch die Vermehrung des ersten verhindert. 


a) Verwendung von inaktiviertem T5 und einem virulenten Phagen 


Verwendet man als ersten Phagen einen inaktivierten T5 und infiziert 
anschlieBend mit dem Phagen T7 nach, dann miiBte am Verhalten dieses 
zweiten Phagen festzustellen sein, ob die injizierte DNS des inaktivierten 
T5 noch einen KinfluB auf den Bakterienstoffwechsel ausiiben und da- 
durch die Vermehrung des T7 unterdriicken kann. 

Da T5 sehr langsam adsorbiert, wurden zur Beschleunigung der 
Adsorption die Bakterien jeweils nur in '/,, des urspriinglichen Volumens 
aufgenommen. 

Zunichst wurden die gleichen Mengen Bakterien (4 - 10°/ml) fiir die 
Erstinfektion in den Kontrollen mit aktiven T5 und in den Versuchs- 
rohrchen mit inaktivierten T5 angesetzt und fiir die Zweitinfektion zu 
beiden Réhrchen die gleichen Mengen T7 gegeben. Die Ergebnisse waren 
jedoch bei dieser Versuchsanordnung nicht eindeutig; durch die schlechte 
Adsorption von T5 an £. coli B waren in den Kontrollen immer noch 
uninfizierte Bakterien vorhanden, in denen sich dann T7 vermehren 
konnte, ohne von T5 unterdriickt zu werden. Deshalb wurden die An- 
sitze geiindert: zu gleichen Mengen Bakterien kam als Kontrolle ein 
bestimmtes Volumen Puffer, in das Versuchsréhrchen jedoch inaktivierte 
T5. Hatten die inaktivierten Phagen ihre Fahigkeit zur Interferenz ver- 
loren, dann miiBte sich in Kontroll- und Versuchsréhrchen T7 in gleicher 
Weise vermehren kénnen. Zur Priifung auf eine ,,Selbstinterferenz‘‘, 
welche Lurta (1947) bei T2 fand, wurde der Versuch insofern abgewan- 
delt, als zur Zweitinfektion unbehandelte T5 zugegeben wurden. Hierbei 
muBte das Verhaltnis Bakterien:Inaktivierungsgemisch so gewahlt 
werden, dai die spaiter zugegebenen unbehandelten T5 von dem vor- 
handenen Protamin nicht mehr inaktiviert wurden. 
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Die Ergebnisse der Interferenzversuche sind aus Tab.4 zu entnehmen. 
Aus den Daten der Tab. 4 ist zu schlieBen, daB der inaktivierte T5 weder 
die Vermehrung von T'7 noch die Vermehrung von T'5 im gleichen Bakte- 
rium verhindert, also weder Fremd- noch Selbstinterferenz verursacht. 


gil Tabelle 4 
Hinwirkung von inaktivierten T'5 auf die Vermehrung eines nachinfizierenden Phagen 
a) T7; b) T5 
T5-Uberlebende en les sf F 
mace Proterin- aL Hp in ets sly Kontron Veratich 
behandlung ae 
3,5 - 104 6.97102 2 OE 7, 156 = 10° 17 1,9 10° 17 
inaktiv. T5 
Posie 8,8 - 10° 8- 10° T5 7,4- 10° T5 5,8 - 10° T5 
inaktiv. T5 


b) Verwendung des Systems H. coli K 12 (A) + T5 


WEIGLE u. DELBRUCK beschrieben 1951 die Interferenz zwischen einem 
temperierten Phagen, (A), und einem virulenten Phagen (T5), wobei 
sich A als Prophage in seinem Wirtsbakterium £. coli K 12 (A) befand. 
Induziert man in dem Bakterium K 12 (A) durch milde UV-Bestrahlung 
das Freisetzen des Phagen / und infiziert in nicht zu kurzem Abstand 
(z. B. 37 min nach der Bestrahlung) mit T5 nach, dann wird das Auf- 
treten freier A-Phagen verhindert, obwohl sich zum Zeitpunkt der Zweit- 
infektion in fast 100°/, der Bakterien bereits A-Phagen in Vermehrung 
befinden. 


Die gewaschenen Bakterien wurden in Puffer bis zu einer Dichte von ungefahr 
1-108 Bakterien/ml resuspendiert und mit einer OSRAM-HNS Hg-Niederdruck- 
lampe 80 sec lang in 31,5 cm Abstand bestrahlt. AnschlieBend wurden die Bak- 
terien durch Zentrifugieren sedimentiert, zur besseren Adsorption ebenfalls nur 
in ein Zehntel des urspriinglichen Volumens Bouillon aufgenommen und bis zur 
Zweitinfektion bei 37° C gehalten. 37 min nach der Bestrahlung wurden die Bak- 
terien in drei Réhrchen verteilt: dem ersten wurde als Kontrolle Puffer zugesetzt, 
dem zweiten aktive T5 und dem dritten die gleiche Anzahl inaktivierter T5. Zur 
Adsorption von T5 an die bestrahlten Bakterien blieben die Ansatze weitere 15 min 
bei 37° G und wurden dann sofort ausgeplattet, noch bevor — 60 min nach der 
Bestrahlung — aus den Bakterien, die nicht mit T5 infiziert waren, / freigesetzt 
werden konnte. Als Indicator wurde Z. coli K12 (s) verwendet und in den drei An- 
sitzen jeweils nur die induzierten A verglichen. — Vorversuche hatten ergeben, daB 
weder A als freier Phage noch K12 (A) durch die verwendete Protaminkonzentration 


geschadigt wird. 

Gegeniiber der Pufferkontrolle betrug die Ausbeute an / bei Nach- 
infektion mit aktiven T5 nur etwa 1°/), wahrend die Anzahl A durch 
inaktivierte T5 bei ungefahr 85°/, der Kontrolle lag. 

Bei dieser Versuchsanordnung wird — wie bei WEIGLE u. DELBRUCK 
(1951) — durch Nachinfektion mit T5 die Induktion in einem 
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Spatstadium unterbrochen, namlich zu einem Zeitpunkt, zu dem sich 
in allen bestrahlten K 12 (A) Bakterien bereits 7-Phagen befinden. 

In Abwandlung der Versuche von WEIGLE u. DeLBRicK wurde K 12 
(A) zuerst mit T'5 infiziert, und dann erst die Komplexe zu verschiedenen 
Zeiten nach der Phagenzugabe mit UV bestrahlt. Es sollte also unter- 
sucht werden, ob T5 bereits den Beginn der Induktion unterbrechen 
kann. 

Die drei Parallelansatze (mit Puffer, aktiven T5 und inaktivierten T5) wurden 
jeweils in zwei Teile geteilt; die erste Halfte wurde 10 min, die zweite Halfte 20 min 
nach der Zugabe von T5 bestrahlt, nachdem sie mit Puffer auf die entsprechende 
Konzentration verdiinnt worden war. 

Die Ergebnisse dieser beiden Versuche sind in Tab.5 dargestellt. Bei 
diesem Versuch lag die Uberlebendenrate von T5 nach der Protamin- 
behandlung nur bei 5,8 - 10-8, der Uberlebendentiter betrug immer noch 
3,4 + 10° aktive T5/ml. 


Tabelle 5. Hinwirkung von aktivem T5 und inaktiviertem T5 auf die Induktion 
von 2 aus K12 (i) 


Titer der | darin spontan | [K12(a)+ UV) | [K12(4)+ UV] | [K12(4) + UV] 
ae, (4)- enthalten + Puffer + aktive T5 + inaktive T5 
Bakterien 
Ze ieen lie 4,5 - 10° 3,56 + 108 4.2.>108 3,0 - 108 
= 1000/5 = ER = 84,3, 
K12 (A) + K12 (A) + K12 (A) + 
Puffer aktive T5 inaktive T5 
+ UV + UV + UV 
UV 10 min nach T5-Zugabe 1,01 - 108 2.3 - 10° 7,3° 10? 
== 1002/5 == 2279/5 = 72,59), 
UV 20 min nach T5-Zugabe 1,05 - 108 1,3 - 10° 6,01 - 10? 
= 100°, = 240/,, 2057509/), 


Wahrend auch bei dieser Versuchsanordnung aktive T'5 die Induktion 


von A verhindern kénnen, bleiben die inaktivierten T5 ohne gréBeren 
HinfluB auf den Ablauf der Induktion. Die inaktivierten, adsorbierten 
T5 kénnen also die A-Induktion weder zu ihrem Beginn noch in einem 
Spatstadium beeinflussen. Falls also noch DNS injiziert wird, so ist diese 
inaktiv sowohl hinsichtlich Interferenz wie auch Reaktivierung bei 
multipler Infektion. 


IL. Besprechung der Ergebnisse 
Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen und Adsorptions- 
versuche konnte gezeigt werden, dai die inaktivierten T5 noch an 
E.coli B adsorbiert werden. Damit ist bewiesen, daB die Protamin- 
schadigung nicht, wie zuerst vermutet (STEFERT-GRETCHMAN u. KAPLAN 
1958), in einer Blockierung der Adsorption besteht. Auch bei anderen 
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Arten der Inaktivierung von Phagen ist die Adsorption nicht gehemmt, 
z.B. bei UV — (Luria u. Deeritck 1943) und Rontgenstrahlen- 
Inaktivierung von T2 (Warson 1950). 

Eine Tétung von Z. coli B durch die adsorbierten, inaktivierten T5 
findet bei niedrigen Phagenkonzentrationen nicht mehr statt. Nur bei 
Verwendung von hohen Multiplizitaten (iiber m = 10) kann man ein 
leichtes Absinken der Koloniebildung beobachten. Hierbei liegt aber 
vielleicht schon eine ,,lysis from without‘ vor. Inaktiviert man T2 
durch Hitze z. B. von 10!° auf 103 Uberlebende (Luria u. DetBritcK 
1943), dann wird zugleich mit der Vermehrungsfahigkeit auch die Fahig- 
keit zum Téten des Wirtes zerstért. Bei UV-inaktivierten T2 und T5 
(Watson 1950) wurde beobachtet, daB die Phagen ihre Wirtsbakterien 
mit groBerer Wirksamkeit abtéten als unbehandelte Phagen. 

Kin Drittel aller réntgenstrahleninaktivierten T2 kénnen den Wirt 
noch téten. 

Da durch Protamin inaktivierte T5-Phagen ie dinfizierten Bakterien 
nicht oder kaum tdéten, ist es ausgeschlossen, daB die starke Senkung des 
Plaquetiters durch Protamin auf T6tung der infizierten Bakterien beruht. 
Die inaktivierten Phagen haben also ihre Vermehrungsfahigkeit verloren. 

Reaktivierung durch Trypsin. Falls Protamin zur Inaktivierung 
irgendwie in den Phagen eindringt, dann sollte man bei Trypsinzugabe 
um so mehr reaktivierbare T5 finden, je friiher man die Protamin- 
einwirkung abbricht. Dies ist aber nicht der Fall. Aus Tab.3 geht her- 
vor, daB man nach 5 min noch keine, sondern erst nach 15 bzw. 30 min 
eine gewisse Reaktivierung feststellen kann. Daraus kann man schlieBen, 
daB die eigentliche Inaktivierung schon nach 5 min abgeschlossen ist 
und auch durch Trypsin nicht mehr revertiert werden kann. In fritheren 
Versuchen konnte durch Zusatz von Gummi arabicum die anfanglich 
schnelle Inaktivierung in zwei Teilprozesse aufgegliedert werden: in eine 
sehr schnelle, die den Hauptteil der Inaktivierten ausmacht, und in 
eine etwas langsamere Reaktion, durch die nur noch ein geringer Bruch- 
teil Phagen inaktiviert wird. Die Ergebnisse der Trypsinversuche legen 
es nun nahe, anzunehmen, da8 nur diese letzte Art der Inaktivierung 
durch Trypsin reaktiviert werden kann, wihrend der Hauptteil der in- 
aktivierten T5 durch Trypsin unbeeinfluBt bleibt. Auch aus den Ver- 
suchen mit. Trypsin lat sich demnach auf zwei Schritte der Inaktivierung 
durch Protamin schlieBen. 

Multiplizitatsreaktivierung konnte fiir protamininaktivierte T5 
nicht gezeigt werden. 

Interferenz der inaktivierten T5 konnte weder fiir einen virulenten 
Phagen (T7) noch fiir einen temperierten Phagen (A) nachgewiesen 
werden. In beiden Fallen blieb die Vermehrung des zweiten Phagen 
durch eine Erstinfektion mit inaktiviertem T5 unbeeinfluBt. 
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Auch eine ,,Selbstinterferenz“, wie sie Lurta u. DeLBRUcK 1943 
fiir das Wachstum von normalen T2 durch UV-inaktivierte T2 be- 
schrieben, liegt bei inaktiviertem + unbehandeltem T5 nicht vor. 

Es ist also bei T5 durch die Einwirkung von Protamin aufBer der Ver- 
mehrungsfihigkeit auch die Fahigkeit zur Tétung des Wirtes und zur 
Interferenz zerst6ért worden. 

Nach Warson (1950) kénnen bei réntgenstrahleninaktivierten T2 zu- 
nachst noch ein Drittel aller Partikel die Wirtszellen téten; mit stei- 
gender Dosis wird aber dann auch die Tétungs- und Interferenzfahigkeit 
gleichzeitig zerstort. 

Aus den kinetischen Untersuchungen der Inaktivierung durch Prot- 
amin wurde zunadchst angenommen, daB der Inaktivierungsprozeh 
durch Protamin Ahnlichkeit mit der Kinetik der Adsorption hat; daraus 
wurde auf eine mégliche Hemmung der Adsorption durch Protamin 
geschlossen (SIEFERT-GRETCHMAN u. Kapitan 1958). Die vorliegenden 
Versuche haben jedoch bewiesen, daB die Adsorption durch Protamin 
nicht gestort wird und daB die Wirtszelle nicht getdtet wird, da aber 
auch eine wirksame Injektion der Phagen-DNS nicht mehr stattfindet. 
Der Inaktivierungseffekt diirfte demnach zwischen den Stadien der 
Adsorption und der Injektion eingreifen, also wahrscheinlich die Pene- 
tration betreffen. 

Die Penetration, durch die der Weg fiir die Phagen-DNS aus dem 
Phagenkopf und durch die Bakterienmembran eréffnet wird, wird durch 
ein Enzym bewirkt, das an der Schwanzspitze des Phagen lokalisiert ist 
(Brown u. Kozitorr 1957). Nach Duxss u. Koztorr (1959) ist dieses 
Enzym jeweils fiir T2, T4 und T5 spezifisch; es besitzt Phosphatase- 
aktivitaét und wird (bei T2 und T4) durch Einfrieren und Wiederauf- 
tauen der Phagenpartikel in seiner Wirksamkeit erhéht. Im Zusammen- 
hang mit der notwendigen Anwesenheit von Cat+ fiir die Penetration 
der T5-DNS in den Wirt — und aus der Tatsache, daB Ca-Ionen die 
Kontraktion von Myosin stimulieren — schlieBen die Autoren, daB 
Cat*+ eine ahnliche Funktion bei T5 ausiibt und die Phosphatase akti- 
viert. Sie vermuten, daf das kontraktile Schwanzprotein und die Phos- 
phatase identisch sind und daB sie bei der Uberfiihrung der Phagen-DNS 
aus dem Phageninnern durch den Phagenschwanz in das Wirtsbakterium 
mitwirken. Dies gilt besonders fiir T5, bei dem durch seinen langen, 
diinnen Schwanz die Passage der DNS erschwert sein kénnte. 

Brumrirr konnte 1960 an Micrococcus lysodeicticus nachweisen, daB 
die Lysozymresistenz einer Mutante auf einer Acetylierung der Hydroxyl- 
gruppen der Zellwand beruht. Diese Mutante ist gleichzeitig resistent 
gegen Bakteriophagen, die den Ausgangsstamm lysieren. Durch die Ver- 
anderung der Zellwand verliert das Phagenenzym seine spezifische 
Wirkung. — Aus dem Vergleich der Eigenschaften des Phagenenzyms 


Adsorption und Injektion von durch Protamin inaktivierten T5-Phagen 235 


mit denen des KiweiBlysozyms schlieBt Brumrrrr, daB das von ihm 
untersuchte Phagenenzym ein ,,Phagen-Lysozym“ sei. Kocu u. DREYER 
isolierten 1958 aus dem Phagen T2 ein Enzym, das sie ebenfalls als 
,,Phagen-Lysozym“ bezeichnen. 

Nimmt man nun an, da$ Protamin an diesem Phagenenzym angreift, 
dann ergeben sich hierfiir zwei Méglichkeiten: 

1. Protamin und Enzym reagieren derart miteinander, daB dieses 
seine spezifische Wirkung verliert, z.B. durch Abdeckung oder Zer- 
storung der Wirkgruppen. 

2. Lysozym wie Protamin sind basische Proteine. Es ware denkbar, 
da das starker basische Protamin das schwacher basische Phagenenzym 
von seinem Substrat verdrangt. 

Die gefundene geringe Reaktivierung durch Trypsin kénnte auf einem 
Wegverdauen des die Wirkgruppe bedeckenden oder mit dem Phagen- 
enzym konkurrierenden Protamins beruhen. DaB jedoch der gréBte Teil 
der Inaktivierung durch Trypsin nicht reversibel ist, spricht fiir eine 
irreversible Zerst6rung der Wirkgruppe des Penetrationsapparates, 
z. B. des Phagenlysozyms. 

Da von den Phagen der T-Reihe nur T1 und T5 inaktiviert werden, 
miiBte bei beiden Phagen eine fiir sie spezifische Struktur, z. B. am 
Phagenenzym, vorhanden sein, die durch Protamin besetzt wird. 


Summary 

1. The inactivated T5-phages are still adsorbed to their host cells. 

2. Together with the reproducing ability, most of the inactivated 
phage particles lose their ability to kill the host cell. Thus the strong 
decrease of the phage titer after addition of protamine is not due to 
killing of the bacteria which are infected by protamine-treated phages. 

3. The greatest part of inactivated T5 is not affected by addition of 
trypsin; only a very small fraction can be reactivated. These phages are 
probably identical with those particles of the phage population which 
were found earlier to be inactivated only very slowly by protamine. It 
is in favour of this proposal that the reactivation effect can only be 
demonstrated if protamine could react more than five minutes with 
T5 — a time, when ‘‘saturation level” of inactivation is almost reached. 

4. Injection of ‘‘effective DNA” could not be shown. There was 

a) no multiplicity reactivation 

b) no mutual exclusion between T7 and inactivated 'T5 and no self- 
interference of inactivated T5 and active T5 

c) The induction of phage A by UV radiation of H. coli K12(A) could 
not be affected by inactivated T5 in the beginning or at the end of 
induction period. At these stages of its development phage / is strongly 


inhibited by the addition of active T5. 
16* 
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From these experiments it may be concluded, that protamine inhibits 
the penetration of DNA into the host cell, probably by altering the tail 
enzyme of the phage. 


Die Arbeit wurde durch ein Stipendium und eine Sachbeihilfe der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft erméglicht. 

Herrn Prof. Dr. R. W. Karan bin ich fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes 
an seinem Institut sowie fiir anregende Diskussionen zu groBem Dank verpflichtet. 
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Aus den wissenschaftlichen Laboratorien des VEB J. enapharm, Jena 


Chemisch-Physiologische Untersuchungen 
uber die Hydroxylierung von Steroiden durch Pilze 
der Gattung Curvularia** *** 


Von 
KLAUS ZETSCHE* 


Mit 12 Textabbildungen 
(Eingegangen am 12. August 1960) 


A. Problemstellung 


In den letzten Jahren sind zahlreiche Arbeiten iiber mikrobielle 
Hydroxylierungen von Steroiden erschienen. Als erste berichteten 
Kramur u. Horvaru (1948 und 1949) iiber die Hydroxylierung von 
Cholesterin in 7x-Stellung durch Proactinomyces roseus (Nocardia). Diese 
Arbeit fand indessen nur wenig Beachtung. Erst die Entdeckung von 
PETERSON u. Murray (1952), daB Pilze der Gattung Rhizopus 
Steroide in 11-Stellung hydroxylieren kénnen, erregte allgemeine Auf- 
merksamkeit und loste zahlreiche weitere Untersuchungen auf diesem 
Gebiete aus. In der Folgezeit wurden zahlreiche Mikroorganismen, vor- 
wiegend Pilze, aber auch Actinomyceten und Bakterien auf ihre Fahig- 
keit, Steroide zu hydroxylieren, tiberpriift. Man fand, daB eine groBe An- 
zahl von Mikroorganismen — besonders Pilze — in dieser Hinsicht aktiv 
sind. Heute ist es praktisch moglich, alle Kohlenstoffatome des Steroid- 
grundgeriistes — auBer den Atomen 4,5 und 18 — mit Hilfe von Mikro- 
organismen spezifisch zu hydroxylieren. 

AuBerdem wurden Hydrierungen, Dehydrierungen, Seitenketten- 
abbau, Ringerweiterungen (Ring D), Ringsprengungen und Kom- 
binationen dieser Reaktionen beobachtet. Sehr gute Zusammenfassungen 
und Ubersichten iiber die vorliegenden Arbeiten, die verwendeten Me- 
thoden und die technische Anwendung dieser Reaktionen findet man bei 
PETERSON (1953, 1955, 1956), FLorey (1954), Frncn (1954, 1955), 
Hanco u. Riepew-Tumova (1954), Frrep u. a. (1955), WETTSTEIN (1955), 
EppsTEIN u. a. (1956) sowie VISCHER u. WETTSTEIN (1957, 1958). 


* Jetzige Adresse: Physiol.-chem. Institut der Universitit Rostock, Rostock, 


Leninallee 70. 
** Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Natur- 


wissenschaftlichen Fakultaét der Universitit Rostock. 
*** Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. H. v. GUTTENBERG zum 80. Geburtstag. 
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Alle diese Arbeiten befassen sich aber hauptsichlich mit der che- 
mischen Seite des Problems, d.h. mit der Isolierung und Struktur- 
aufklirung der erhaltenen Umsetzungsprodukte. Dagegen liegen tiber 
die biologische und die physiologische Seite dieser mikrobiellen Steroid- 
oxydationen erst recht wenige zuverlassige Arbeiten vor. Verschiedene 
Autoren verfolgten den zeitlichen Verlauf der Steroidhydroxylierung, 
um festzustellen, zu welchem Zeitpunkt die maximale Ausbeute an dem 
gewiinschten Produkt erhalten wird (DuLANEY, STAPLEY u. Hiavac 
1953; Karow u. Prtstravas 1956). O’CoNNELL u. DULANEY untersuchten 
den EinfluB, den verschiedene Kohlenstoffquellen und dem Nahrboden 
zugesetzte Alkohole, Phenole und Lipoide auf die Hydroxylierung 
haben. 

Weit gehen die Ansichten der verschiedenen Autoren in der wichtigen 
Frage auseinander, ob die fiir die Steroidhydroxylierung verantwort- 
lichen Enzyme adaptiv gebildet werden oder nicht. Wahrend DULANEY 
(1955), Rusin u. a. (1956) sowie PERLMAN u. a. (1957) fiir ihre Objekte 
adaptive Bildung er Steroidhydroxylasen annehmen, vertreten 
ZAFFARONI (1955) und PETERSON (1955) die entgegengesetzte Meinung. 

Auch iiber den Ort der Steroidhydroxylierung gehen die Auffassungen 
weit auseinander. Wahrend einige Autoren eine extracellulare Hydroxy- 
lierung annehmen (PETERSON 1952, BourGArIN 1956), mu man aus 
den Ergebnissen anderer Autoren auf eine intracellulare Hydroxylierung 
schlieBen (SHULL u. Krra 1955). 

Uber den Mechanismus der mikrobiellen Steroidhydroxylierung und 
die Natur der daran beteiligten Enzyme ist bisher nur wenig bekannt 
geworden. Durch die Arbeiten von Hayano (1956), BLoom u. a. (1956), 
Swear u. a. (1956) wurde bewiesen, daB bei der Hydroxylierung aus- 
schlieBlich molekularer Sauerstoff verwendet wird. Daraus geht hervor, 
daB die mikrobielle Steroidhydroxylierung nicht iiber eine Dehydrierung 
mit nachfolgender Wasseranlagerung erfolgen kann (siehe auch Dis- 
kussion). 

Steroidhydroxylasen kommen bei einer ganzen Reihe von Organismen 
vor. Bei den Saugetieren spielen sie eine wichtige Rolle bei der Bio- 
synthese der Nebennierenrindenhormone und der Gallensiuren. Uber 
die Hydroxylierung von Steroiden in der Nebennierenrinde (NNR) 
liegen bereits eine ganze Anzahl von guten Untersuchungen vor. (Zu- 
sammenfassungen bei HayANno u.a. 1956.) Auch bei der Bildung der 
steroiden Krétengifte ist die Teilnahme von Steroidhydroxylen wahr- 
scheinlich. Im Pflanzenreich kommen Steroidhydroxylasen nicht nur bei 
den Mikroorganismen vor, sondern man mu annehmen, daB im Bereich 
der héheren Pflanzen Steroidhydroxylasen bei der Synthese der steroiden 
Herzgifte (z. B. Digitalisglykoside) und verschiedener Steroidsapogenine 
eine Rolle spielen. 
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Als Versuchsobjekt fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir 
Pilze der Gattung Curvularia. Aus der Literatur ist bekannt, daf 
Curvularia-Arten Steroide unter anderem in 7a, 11 6, 14% und 21-Stellung 
hydroxylieren konnen (MpystrE 1955; AGNELLO u. a. 1955; SHULL u. 
Krra 1955; Ruprn 1956). Diese Hydroxylierungen ergeben Parallelen 
zu den oben genannten Fallen und daher interessante Vergleichsméglich- 
keiten. Die 116- und 21-Hydroxylierung spielt eine groBe Rolle bei der 
Biosynthese der NNR-Hormone. 7%-Hydroxylierungen kommen bei der 
Synthese der Gallensiuren und verschiedener Polyoxysteroide der Galle 
vor. Die meisten Herzgifte besitzen in 146-Stellung eine Hydroxylgruppe. 
(Allerdings zeigen die Herzgifte eine andere Ringverkniipfung als die 
von uns als Substrat verwendeten Steroide.) 


B. Material und Methoden 
I. Die Pilzstimme 


Als Versuchsobjekte verwendete ich Arten und Stémme der Pilzgattung Cur- 
vularia (Moniliales). Die Gattung wurde zuerst von Borprsn (1933) aufgestellt. 
Aus verschiedenen Pilzsammlungen und Instituten konnten wir 15 verschiedene 
Arten und Stémme zusammenbringen (Tab.1, 8. 244). Die Sté&mme wurden in 
unserer Pilzsammlung in Schragagarréhrchen auf Bierwiirze- oder Malzagar kulti- 
viert. Impfmaterial, das wir fiir unsere Versuche benétigten, wurde nur von jungen 
Kulturen — Hochstalter zehn Tage — entnommen. 


IT. Die Reagentien 


Alle Reagentien wurden in den Reinheitsgraden p.a. oder reinst verwendet oder 
entsprachen den Anforderungen des DAB. Die als Substrate verwendeten Steroide 
stammten aus der Produktion des VEB Jenapharm oder wurden eigens fiir diese 
Versuchszwecke hergestellt. Alle verwendeten Glasgeraite bestanden aus Schott- 
schem Geriteglas oder Rasothermglas. Zur Schmelzpunktbestimmung wurde ein 
Mikroschmelzpunktapparat nach Boetius verwendet, zur Bestimmung der Dreh- 
werte das Kreispolarimeter nach Lippich. 

Die UV-Absorptionsmessungen wurden mit dem Zeifschen Universal-Spektro- 
photometer vorgenommen. Genaue pg-Messungen wurden mit der Jenaer Glas- 
elektrodenméBkette 9479 (Schott) und dem py-MeBverstiirker MV 11 von Clamann- 
Grahnert durchgefiihrt. 


IIT. Die Versuchsanordnung 
1. Die Pilzkultur 


Alle Versuche wurden grundsitzlich mit Submerskulturen der Pilze ausgefiihrt. 
Die submerse Kultur des Pilzmycels erfolgte auf zweierlei Art: a) in Schiittel- 
kulturen, b) in Durchliiftungskulturen. 

a) Bei den Schiittelkulturen wurden 500 ml Standkolben verwendet, die mit 
100 ml Nahrlosung gefillt und mit Wattestopfen verschlossen wurden. Sterilisiert 
wurde normalerweise 1/, Std bei 125° C. Nach dem Abkiihlen wurden die Kolben 
entweder mit einer Impfose Pilzmycel oder einer Sporensuspension der Stamm- 
kultur beimpft. Die beimpften Schiittelkolben wurden auf eine Rotationsschiittel- 
maschine gebracht (Ausschlag: 15 em, Umgiinge: 220/min) und bei 28° + 1° C be- 
briitet. Nach 48—72stiindiger Kultur hatte sich normalerweise in den Schiittel- 
kolben reichlich Mycel gebildet, so daf8 die Kulturen zu Versuchszwecken 
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verwendet werden konnten. Die als Substrate verwendeten Steroide wurden den 
Schiittelkolben unter Einhaltung steriler Bedingungen in Methanol oder Aceton 
gelist, zugesetzt. Normalerweise wurden je Schiittelkolben, d.h. je 100 ml Nahr- 
lésung, 25 mg oder 50 mg Steroid — in 2 ml Lésungsmittel gelést — zugegeben. 
Die Einwirkungszeit der Pilzkulturen auf die Steroide betrug in der Regel 24 Std. 
Danach erfolgte die Aufarbeitung der Kolben. 

b) Die priiparative Gewinnung der hydroxylierten Steroide wurde mit Durch- 
liiftungskulturen vorgenommen. Dazu wurden GlasgefaBe mit 6 1 Inhalt (Schott, 
Sulfierkolben) verwendet, die mit 4 1 Nahrlésung beschickt wurden. Die Nahr- 
lésung wurde durch eine G4-Glasfritte (zur besseren Verteilung) mit steriler Luft 
(Kohlenfilter) beliiftet (1001/Std) und mit 320 Umdrehungen je Minute geriihrt. Be- 
impft wurden diese GefiBe mit einem oder zwei gut bewachsenen Schiittelkolben. 
Der in solchen Kulturen unter Umstiinden auftretende Schaum wurde mit Anti- 
schaummittel (Octadecanol in Sojaél) bekiimpft. Nach 24—48stiindiger Kultur- 
dauer hatte sich normalerweise reichlich Mycel entwickelt, so da das Steroid- 
substrat zugesetzt werden konnte. In der Regel wurden je GefaB 1 oder 2 g Steroid, 
in 25 ml Methanol oder Aceton gelést, zugegeben. Nach 48stiindiger Einwirkungs- 
zeit wurden die Versuche gewohnlich abgebaut und aufgearbeitet. 


2. Die Aufarbeitung 

Durch Absaugen iiber eine Glasfilterfritte (G1 oder 2) wurde als erstes das 
Mycel von der Kulturlésung getrennt. Danach wurden die Schiittelkolben dreimal 
mit Methylenchlorid ausgespiilt und das Mycel ebenfalls dreimal mit Methylen- 
chlorid gewaschen. Dieses Methylenchlorid wurde mit dem Kulturfiltrat vereinigt. 
Im Mycel sind nach dieser Prozedur nur noch geringe Steroidmengen vorhanden, 
und zwar unter 1°/,. Das Kulturfiltrat schiittelten wir viermal mit dem halben 
Volumen Methylenchlorid aus. Die Extrakte wurden vereinigt, mit wenig Natrium- 
sulfat getrocknet und im Vacuum (Wasserstrahlpumpe) unter miBigem Erwairmen 
eingedampft. Der zur Trockne eingedampfte Extrakt wurde mit 2 ml Methanol auf- 
genommen und war so fiir die Papierchromatographie fertig. 

Die Aufarbeitung der priiparativen Ansiitze erfolgte im Prinzip in der gleichen 
Weise, nur dafi man hier nach dem Abdampfen des Methylenchlorids einen éligen 
bzw. fettigen Riickstand erhalt. 


3. Die Auftrennung der Extrakte 


Die Extrakte enthalten in der Regel Steroidgemische und auBerdem*noch Ver- 
unreinigungen, die vom Pilzmycel stammen. Es ist daher notwendig, vor der 
quantitativen Bestimmung der einzelnen Steroide bzw. ihrer priiparativen Rein- 
darstellung, die nichtsteroiden Verunreinigungen abzutrennen und die Gemische 
in ihre Komponenten zu zerlegen. Am einfachsten und sichersten gelingt das mittels 
Saiulenchromatographie und Papierchromatographie. 


a) Saulenchromatographie 


Zur priparativen Auftrennung von Steroidgemischen benutzten wir die Adsorp- 
tionschromatographie an Silicagelsiitulen. Die Silicagelsiulen wurden in iiblicher 
Weise pripariert (Hoppn-SnyLer/THteRFELDER, R. Newer 1958). Der Extrakt 
wurde in Chloroform gelést auf die Siiule gegeben. Eluiert wurde mit Chloroform- 
Aceton-Gemischen. Beginnend mit reinem Chloroform wurde der Acetonanteil bei 
jeder Fraktion um 2,5°/, gesteigert. Jede Fraktion bestand normalerweise aus 200 ml 
Lésungsmittelgemisch. Das Eluat wurde in kleinen Rundkolben (40 ml) aufgefangen 
und die Lésungsmittel unter Vacuum abgedampft, wobei die eluierten Substanzen 
als Riickstand in den Kélbchen sichtbar wurden. 
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Die Steroide lieBen sich in den meisten Fallen gut zum Kristallisieren bringen. 
Durch papierchromatographische Analyse, nach dem Schmelzpunkt und nach der 
Kristallform wurde festgestellt, welche Kélbchen die gleiche Substanz enthielten. 
Der Inhalt dieser Kélbchen wurde vereinigt und in Aceton, Methanol oder Kssig- 
ester umkristallisiert. 

Durch die Adsorptionschromatographie kann man in der Regel allerdings nur 
Steroide einwandfrei trennen, die sich in der Zahl der Sauerstoffunktionen unter- 
scheiden. Steroide, die die gleiche Zahl von Sauerstoffunktionen tragen, nur in ver- 
schiedenen Positionen, lassen sich auf diese Weise nur schwierig trennen. Hier 
half uns jedoch in den meisten Fallen die Verteilungschromatographie weiter. Mit 
gleichem Erfolg verwendeten wir dazu die Verteilungschromatographie an Cellulose- 
pulversdulen nach DrrscHERL (1956) und die Verteilungschromatographie an 
Silicagelsiiulen nach KaTzENELLENBOGEN u. a. Die weitere Aufarbeitung wurde wie 
bei der Adsorptionschromatographie vorgenommen. Kleinere Mengen von Steroid- 
gemischen trennten wir auch durch priparative Papierchromatographie (HAINES 
u. KARNEMAAT). 


b) Papierchromatographie 
Die qualitative Papierchromatographie wurde im Prinzip ebenso durchgefiihrt 
wie die unter 4a beschriebene quantitative. 


4, Die quantitative Bestimmung der Steroide 


Die physiologischen Untersuchungen fiihrten. wir aus verschiedenen Griinden 
(gute Reproduzierbarkeit, geringster Arbeits- und Materialaufwand und andere) 
hauptsachlich in Schiittelkolbenversuchen durch. Zur quantitativen Auswertung 
dieser Versuche benotigten wir daher eine Methode, die es gestattete, relativ kleine 
Mengen von Steroidgemischen in die einzelnen Komponenten zu trennen und diese 
zuverlissig quantitativ zu bestimmen. Wir arbeiteten fiir unsere Zwecke folgende 
Methode aus, die es auch erlaubt, groBere Serienversuche quantitativ auszuwerten. 

Die Aufarbeitung der Schiittelkolben erfolgte wie unter Abschnitt 2 angegeben. 

a) Die Auftrennung der Steroidgemische erfolgte papierchromatographisch mit 
dem System von ZAFFARONI, BurRTON u. a. (1950). Filterpapierstreifen (Schl. 
& Sch. 2043b mgl) wurden mit Propylenglykol getrinkt, welches als stationire 
Phase dient. Auf den Startpunkten wurden mit Hilfe von Mikropipetten 
genau 0,02 oder 0,03 ml (entspricht einer Gesamtsteroidmenge von 375 y bzw. 
500 y) der in 2 ml Methanol gelésten Extrakte (siehe Abschnitt 2) aufgetragen. 
Entwickelt wurde absteigend mit Toluol. Nach 4—6 Std Laufzeit sind die mono- 
hydroxylierten Steroide vom Progesteron, das in der Regel mit der Lésungsmittel- 
front lauft, und den dihydroxylierten Steroiden, die noch am Startpunkt sitzen, 
abgetrennt. Die aus dem Pilzmycel stammenden Verunreinigungen laufen entweder 
mit der Lésungsmittelfront oder bleiben am Startpunkt hangen. Zur Auftrennung 
der Dihydroxysteroide bendtigte ich maximal 24 Std. Zu diesem Zeitpunkt sind die 
Monohydroxysteroide bereits aus dem Chromatogramm herausgewaschen. Daher 
wurde jeder Extrakt zweimal aufgetragen, der eine Streifen wurde fiir die quanti- 
tative Bestimmung der Monohydroxysteroide verwendet, der andere, fiir die der 
dihydroxylierten Steroide. Im System Propylenglykol-Toluol ist es praktisch nicht 
moglich, das 11$-Hydroxyprogesteron vom 14«-Hydroxyprogesteron abzutrennen. 
Eine Trennung gelingt aber, wenn man an Stelle von Toluol Ligroin als mobile 
Phase verwendet, allerdings auch hier erst nach lingeren Laufzeiten. Da der Stamm 
Curvularia lunata CII, den ich hauptsichlich fiir meine Versuche verwendete, nur 
wenig 14«-Hydroxyprogesteron bildet, wurde bei der quantitativen Auswertung 
der Versuche das 14«-Hydroxyprogesteron nicht gesondert bestimmt, sondern mit 
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als 118-Hydroxyprogesteron angegeben. Da beide Verbindungen in unserem MeB- 
bereich etwa die gleiche Extinktion besitzen (siehe Eichkurven), ist damit praktisch 
kein Fehler fiir die quantitativen Angaben verbunden. Zur Auftrennung polarer 
Steroide sind lingere Laufzeiten notwendig. Die Lokalisierung der Steroidflecken 
auf den Chromatogrammen erfolgte durch die UV-Kontaktphotographie nach 
Haines u. Drake, (1950; siehe auch ZANDER u. SIMMER 1954). Nachdem die 
Chromatogramme lufttrocken waren, wurden die Steroidflecken mit Bleistift an- 


gezeichnet und ausgeschnitten. 


b) Die Steroide wurden aus den Papierstiicken mit Methanol eluiert, und die 
Extinktionen der Eluate im UV-Bereich bei einer Wellenlange von 242 mu gemessen. 


400 
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100 750 
7/mi 


Abb.1. Hichkurven fiir e e 11f8-Hydroxy- 
progesteron; O——-—O 144-Hydroxyprogeste- 
ron; O----- 0 7a, 14«%-Dihydroxyprogesteron; 
A—+—-— A 118, 14«-Dihydroxyprogesteron. 
Abszisse: Substanz y/ml Methanol. Ordinate: 
Extinktion bei 242 mu. Schichtdicke 0,204 em 


Die relativ geringe Papierextinktion 
wurde dadurch ausgeschaltet, dal bei 
den Messungen Eluate aus gleich groBen 
Papierstiicken als lLeerwert dienten. 
AuBerdem erfolgte eine Ausschaltung 
auch dadurch, daB& die Kontrollen, auf 
die die Versuchswerte bezogen wurden, 
den gleichen Papierfehler aufwiesen. 

Die quantitative Eluierung der 
Steroide erfolgte nach einer Methode, 
die in Anlehnung an die Progesteron- 
bestimmungsmethode von ZANDER u. 
StmMErR (1954) entwickelt wurde. Sie 
ergab recht gute und reproduzierbare 
Werte. 

c) Steroide mit einer 44-3-Keto- 
gruppierung zeigen im_ ultravioletten 
Bereich des Spektrums starke Absorp- 
tion mit emem Maximum bei 240 bis 
242 mu. Diese Tatsache wurde zur quan- 
titativen Bestimmung der Steroide be- 
nutzt. Die Extinktion der Eluate wurde 
mit dem Zeif®schen Universal-Spektro- 
photometer gemessen (Schichtdicke 


0,204 cm). Da in dem von mir gemessenen Konzentrationsbereich Proportionali- 
tat zwischen Steroidkonzentration und Extinktion besteht (Lambert-Beersches 
Gesetz; siehe Kichkurven Abb.1), ist die Extinktion ein relatives MaB8 fiir die in 
den Eluaten vorhandene Steroidkonzentration. Mit Hilfe der Eichkurven kann 
auch eine Umrechnung in die absoluten Werte erfolgen. 

Um die Genauigkeit der Eluierungsmethode zu iiberpriifen, wurden mehrere 
Modellversuche angestellt. Sie ergaben, dafs die Riickgewinnung aus den Papier- 
chromatogrammen 99 + 1°/p betragt, diejenige aus Schiittelkulturen 97 + 4°/,. 


6. Versuchsverrechnung und verwendete Abkiirzungen 


Die Versuchsergebnisse werden in Extinktion der Eluate angegeben. Da im 
Mefbereich eine lineare Beziehung zwischen Steroidkonzentration und Extinktion 
besteht, sind damit die relativen quantitativen Verhiltnisse wiedergegeben. Jeder 
Wert ist das Mittel aus den Mefwerten dreier parallellaufender Versuchskolben. 
Verschiedene Versuche wurden mit 23 parallellaufenden Kolben durchgefihrt. 
Von jedem Versuchsergebnis wurde auf die iibliche Art und Weise der mittlere 
Fehler errechnet. Als signifikant bezeichne ich ein Ergebnis, das sich um mehr als 
den dreifachen mittleren Fehler von der Kontrolle oder einem anderen Vergleichs- 
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wert unterscheidet (siehe Raven). Folgende Abkiirzungen wurden gebraucht: 
NNR = Nebennierenrinde, Curv. lun. = Curvularia lunata; Prog. = Progesteron; 
Dihydroxprog. = Dihydroxyprogesteron; Hydroxypr. = Hydroxyprogesteron; 
DPN = Diphosphopyridinnucleotid; TPN = Triphosphopyridinnucleotid; ATP = 
Adenosintriphosphat; ADTA = Athylendiamintetraacetat. 


C. Versuchsergebnisse 


I. N&hrbodenversuche 


In der Literatur wird als Nahrboden fiir die Curvularia-Arten ein 
Malzextraktnahrboden angegeben. Ich versuchte, diese Nahrlésung durch 
eine einfache synthetische zu ersetzen. Es wurden zahlreiche Nahrbdéden 
gepriift. Dabei ergab sich, dai die Curvularia-Arten mit Glucose als 
Kohlenstoffquelle auskommen und sowohl anorganisch wie auch organisch 
gebundenen Stickstoff verwerten kénnen. Sie benétigten indessen 
Wachstumsfaktoren, die im Maisquellwasser vorhanden sind, und die 
sich nicht durch die gebraéuchlichen Vitamine (B,, B,, B,, Nicotinsaure- 
amid, Panthenol und Biotin) ersetzen lassen. Fiir unsere Versuche ver- 
wendeten wir daher — sofern nicht anders vermerkt — den Czapek-Dox 
Nahrboden, dem wir 0,5°/, Maisquellwasser zusetzten. 


II. Die Priifung der Curvularia-Arten und -Stimme 
auf thre Ausstattung mit Steroidhydroxylasen 


Die Priifung der verschiedenen Curvularia-Arten und -Stémme auf 
ihre Fahigkeit, Steroide zu hydroxylieren, wurde sowohl in Schiittel- 
kulturen als auch mit Durchliiftungskulturen mit Progesteron als 
Substrat vorgenommen. Die Ergebnisse der Versuche sind in Tab.1 zu- 
sammengefaBt. 

Die Anordnung und Nummerierung der einzelnen Hydroxylierungs- 
produkte in der Tabelle mit I, IT usw. erfolgte nach der Laufgeschwindig- 
keit dieser Substanzen im Papierchromatogramm. Ganz links stehen die 
Substanzen, die am schnellsten laufen, némlich die Monohydroxy- 
progesterone, ganz rechts die polarsten Substanzen, die am wenigsten 
weit vom Startpunkt weg gewandert sind. Progesteron als Ausgangs- 
substanz ist nicht mit aufgefiihrt. Die Anzahl der Kreuze ist ein relatives 
MaB fiir die Menge des jeweils gebildeten Hydroxylierungsproduktes. 
Die senkrecht unter der gleichen Nummer stehenden Steroide stimmen 
nicht nur papierchromatographisch iiberein, sondern auch in ihren 
iibrigen physikalischen Konstanten (sofern die Substanzen in Mengen 
gebildet wurden, die es erlaubten, sie rein zu isolieren). Es handelt sich 
also jeweils um die gleichen Hydroxylierungsprodukte. 


Die Substanzen I, II, V, VI und VII konnten unter Anwendung der 
in Abschnitt B besprochenen Methoden rein isoliert und identifiziert 
werden. Die Substanzen III, IV, VIII und IX wurden nur in geringen 
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Mengen gebildet, so 
daB es nicht méglich 
war, sie praparativ 
rein darzustellen. 
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Substanz I: FP 185 
bis 188°; («)p + 217° 
(Aceton); UV-Absorp- 
tion max. 240—242 my; 
Kristallform: Platt- 
chen; papierchromato- 
graphisch mit authen- 
tischem 11/-Hydroxy- 
progesteron identisch; 
++ ++ + +  Mischschmelzpunkt mit 
authentischem 11/-Hy- 
droxyprogesteron nicht 
erniedrigt ; IR-Spek- 
trum mit dem von 11/- 

Hydroxyprogesterion 
identisch. Mit Pyridin- 
Kssigsiiureanhydrit kein 
Acetat. Mit CrO,-Eis- 
essig Oxydationspro- 
dukt; FP 168—171°. 

Bei Substanz I han- 
delt es sich demnach um 
11f-Hydroxyprogeste- 
ron. 
Substanz II: FP 198 
bis 200°; («)p + 190° 
+ (Chloroform); UV-Ab- 
sorption max. 240 bis 
242 mu; Kristallform: 
Nadeln; papierchroma- 
+ + + ++  tographisch mit 14«-Hy- 
droxyprogesteron iden- 
tisch; IR-Spektrum mit 
dem von 14«-Hydroxy- 
progesteron identisch; 
bildet mit Essigsiure- 
anhydrit kein Acetat 
und CrQ,-Eisessig kein 
Oxydationsprodukt. 

Bei Substanz IT han- 
delt es sich demnach 
um 14«-Hydroxyproge- 
steron. 

Substanz V: Die 
Strukturaufklirung der 
Substanz V wurde be- 
reits in einer anderen 
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25 mg Progesteron je Kolben, Umsetzungszeit 24 Std 
Anzahl der Kreuze gibt die relative Menge des Hydrolierungsproduktes an 
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Tabelle 1. Priifung der einzelnen Curvularia-Arten und -Stémme auf ihre Fiéhigkeit, Progesteron zu hydroxylieren. Schiittelkolbenkultur. 
Art bzw. Stamm 


Curv. geniculataXCX X XIII 


Curv. inaequalis XCIV 
Curv. oryzae CX X XI 
Curv. fallax CX X XIT 
Curv. uncinata CXX XIV 


Curv. lunata XCIIT 


Curv. lunata CLIT 
Curv. lunata XCV 
Curv. lunata CLI 
Curv. tetramera CIX 
Curv. pallescens XCVI 
Curv. pallescens CI 
Curv. geniculata C 
Curv. geniculata XCI 


Curv. falcata XX VI 
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Veroffentlichung beschrieben (ScHUBERT, HELLER, SIEBERT, ZETSCHE u. LANGBEIN 
1958). Es handelt sich um 7«, 14«-Dihydroxyprogesteron. 

Substanz VI: FP 224—227° («)p + 219° in Methanol. UV-Absorption max. 
240—242 my; Kristallform, Dreiecke und Parallelogramme; mit Pyridin-Kssig- 
sdureanhydrid kein Acetat. Oxydation mit CrO,-Eisessig ergibt ein Oxydations- 
produkt FP 222—226°. Das IR-Spektrum zeigt, daB ein Sechsringketon entstanden 
ist. Weiterhin ist eine nicht oxydierbare und damit tertiire Hydroxylgruppe in der 
Substanz vorhanden. Die C,H-Analyse deutete auf ein Dihydroxprogesteron. Die 
Strukturaufklirung wurde auf mikrobiologisch-enzymatischem Wege vorgenommen. 
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Abb.2. Schema zum Konstitutionsbeweis fiir das 118, 14«-Dihydroxyprogesteron 


0H 
Hoe-Hyor. 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, sind die Pilze, die Substanz VI bilden, alle gute 
116-Hydroxylanten und auferdem auch zur 14«-Hydroxylierung fahig. Dies legte 
die Vermutung nahe, daf es sich bei Substanz VI um 11f- 14«-Dihydroxypro- 
gesteron handeln kénnte. Den Beweis dafiir erbrachten wir dadurch, dai wir 
anstelle von Progesteron Curv.lunata CII 11f-Hydroxyprogesteron und 14«- 
Hydroxyprogesteron als Substrat anboten. Wir erhielten jedesmal Substanz VI 
(siehe Formel). 

Auch bei der Umsetzung von 11/-Hydroxyprogesteron mit Curv. lunata XCIII, 
einem guten 14«-Hydroxylanten, erhielten wir Substanz VI. Damit ist die Stellung 
beider Hydroxylgruppen eindeutig festgelegt. Die chemischen Befunde (siche oben) 
stehen mit diesem Befund in Einklang, so da8 der Substanz VI die Struktur eines 
11f-, 14«-Dihydroxyprogesterons zuzuschreiben ist. Diese Verbindung ist bisher 
nach unserem Wissen in der Literatur noch nicht beschrieben worden. 

Substanz VII: Substanz VII konnte nur in kleinen Mengen rein isoliert werden. 
FP 246—249. Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, wird Substanz VIT hauptsachlich 
von den guten 14«-Hydroxylanten gebildet. Aus dieser Tatsache und dem Befund, 
da man Substanz VII auch erhalt, wenn man 14«-Hydroxyprogesteron mit Curv. 
lunata XCIII umsetzt, geht hervor, daB Substanz VII eine 14«-Hydroxylgruppe 
enthilt. Da das IR-Spektrum von Substanz VII mit dem IR-Spektrum von 6/, 
14«-Dihydroxyprogesteron tibereinstimmt, handelt es sich bei Substanz VIT um 
6B, 14«-Dihydroxyprogesteron (SCHUBERT, HELLER u. a. 1960). 
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Substanz IV: die nicht isoliert werden konnte, da sie nur in kleinen Mengen 
gebildet wird, muB eine 118-Hydroxylgruppe enthalten, da sie auch entsteht, wenn 
man 11$-Hydroxyprogesteron mit Curv. lunata CII umsetzt. Die Stellung der 
anderen OH-Gruppe konnte nicht einwandfrei ermittelt werden; es kénnte sich 
dabei um eine 7~-Hydroxylgruppe handeln. 


Aus Tab.1 ist zu ersehen, daB alle Curvularia-Arten im wesentlichen 
die gleichen Hydroxylierungsprodukte bilden, d. h. sie sind alle mit den 
gleichen spezifischen Steroidhydroxylasen ausgestattet. 

Zwischen den einzelnen Arten und auch innerhalb der Arten bestehen 
nur Unterschiede hinsichtlich der Menge der gebildeten Hydroxylierungs- 
produkte oder mit anderen Worten, Unterschiede in der Aktivitat der 
Hydroxylasen. Dabei kann es sich um Unterschiede in der mengen- 
maBigen Ausstattung der einzelnen Pilzstimme mit den entsprechenden 
Steroidhydroxylasen handeln, oder um Unterschiede in dem Vorkommen 
von Aktivatoren bzw. Inhibitoren der einzelnen Hydroxylasen. 

Die gréBte Gesamthydroxylaseaktivitét zeigen die Vertreter der Art 
Curv. lunata. Etwa gleiche Aktivitaét weisen nur noch Curv. falcata und 
Curv. pallescens XCVI auf. Eine mittlere Gesamtaktivitat besitzen 
Curvularia tetramera und uncinata. Die Hydroxylaseaktivitat aller 
anderen Staémme ist nur gering. 

Interessant ist vor allem das Verhalten der Art Curv. lunata. Aus der 
Tabelle ist zu ersehen, da8 man die Vertreter dieser Art in zwei Gruppen 
einteilen kann. Die eine Gruppe bildet vorwiegend 14«-Hydroxy- 
progesteron und die sich daraus ableitenden Dihydroxyprogesterone, 
die andere tiberwiegend nur die in 116-Stellung hydroxylierten Steroide, 
d. h. die eine Gruppe ist hauptsachlich nur mit einer 14%-Hydroxylase 
ausgestattet und enthalt nur wenig 11$-Hydroxylase. Bei den anderen 
Vertretern der Art Curv.lunata liegen die Verhiiltnisse gerade um- 
gekehrt. Die Art Curv. lunata laBt sich demnach in zwei physiologische 
Rassen mit verschiedener Enzymaktivitét bzw. -Ausstattung auf- 
teilen. Curv. falcata nimmt zwischen beiden Rassen eine Mittelstellung 
ein, da diese Art annihernd gleiche 118- und 14«-Hydroxylaseaktivitat 
zeigt. 

Das in 7x-Stellung hydroxylierte Monohydroxyprogesteron konnte 
ich aus keinem der Versuchsansitze isolieren oder papierchromato- 
graphisch nachweisen, obwohl, wie aus der Tabelle zu ersehen ist, alle 
Stémme zu einer 7x-Hydroxylierung fihig sind. Dieser Befund laiBt sich 
in zweierlei Weise deuten. 


1. Die 7x-Hydroxylgruppe kann erst in das Steroidmolekiil eingefiihrt 
werden, wenn in diesem bereits eine Hydroxylgruppe, besonders eine 
14a-Hydroxylgruppe vorhanden ist. 


2. Die Geschwindigkeit, mit der die 7«-Hydroxylierung durchgefiihrt 
wird, ist gegeniiber derjenigen der 118- und 14«-Hydroxylierungen 
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relativ gering, so daB sich das 7x-Monohydroxyprogesteron nicht an- 
haufen kann, da es sofort zu den Dihydroxyprogesteronen weiter ver- 
arbeitet wird. Die gleichen Uberlegungen gelten fiir die 68-Hydroxy- 
lierung. 
III. Die Priifung von Einsporkulturen 
auf die Steroidhydroxylaseaktivitét 

Die in dem Abschnitt II dargelegten Ergebnisse kénnten auch da- 
durch zustande kommen, da8 die von mir verwendeten Stimme genetisch 
nicht einheitlich sind, sondern aus einem Gemisch von Stammen be- 
stehen, von denen die einen zur 11f-, andere zur 14«- und wiederum 
andere zur 7a«-Hydroxylierung faihig sind. Im Endeffekt wiirden in 
diesem Falle die gleichen Hydroxylierungsprodukte entstehen, wie ich 
sie nachweisen konnte. Um diese These zu iiberpriifen, legte ich von 
Curv. lunata CII Einsporkulturen an und testete sie auf ihr Verhalten 
gegeniiber Progesteron. Bei der Priifung von iiber 200 Kulturen dieser 
Art erhielt ich stets die gleichen Hydroxylierungsprodukte wie beim 
Ausgangsstamm. Das zeigte, daB die Fahigkeit zu den oben genannten 
Hydroxylierungen einem einheitlichen Stamm zukommt und genetisch 
fixiert ist. 

Fiir alle weiteren Untersuchungen benutzte ich ausschlieBlich die Art 
Curv. lunata CII. 


IV. Der zeitliche Verlauf der Steroidhydroxylierung 

Der zeitliche Ablauf der Steroidhydroxylierungen wurde mit Schiittel- 
kulturen, denen je Kolben 50 mg Progesteron zugesetzt worden waren, 
untersucht. Nach verschiedenen Zeiten wurden Kolben aufgearbeitet 
und die gebildeten Produkte quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse sind 
in Abb.3 wiedergegeben. 

Aus dem Kurvenverlauf ist zu entnehmen, da das Progesteron sofort 
nach dem Zusatz ohne nennenswerte Induktionsperiode (lag period) 
angegriffen wird. Zunichst werden die Monohydroxyprogesterone ge- 
bildet und, solange noch geniigend Progesteron vorhanden ist, trotz der 
standigen Weiterhydroxylierung zu Dihydroxyprodukten angehauft. 
Sobald aber alles Progesteron verbraucht ist, was nach spatestens 
25—30 Std der Fall ist, nehmen die Monohydroxyprogesterone, da sie 
weiter oxydiert werden, staéndig ab. Die Dihydroxyprogesterone er- 
reichen mengenmafig ihr Maximum nach spatestens 50 Std. Aber auch 
sie stellen noch nicht die Endoxydationsprodukte dar. Das mengen- 
maBige Abnehmen der Dihydroxyprogesterone bei langeren Inkubations- 
zeiten und das Auftreten von sehr polaren Substanzen am Startpunkt 
der Chromatogramme zeigt, da noch eine langsame Weiteroxydation 
der Dihydroxyprodukte stattfindet. Da diese Substanzen nur in sehr 
geringen Mengen gebildet wurden und zudem kaum vom Startpunkt 
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weg wanderten, konnten sie nicht naher charakterisiert oder quantitativ 
bestimmt werden. Es handelt sich wahrscheinlich um héher hydroxy- 
lierte Produkte. 

Aus den Ergebnissen dieses Versuches lassen sich mehrere wichtige 
SchluBfolgerungen ziehen. Eindeutig geht daraus hervor, da8 die Mono- 
hydroxyprogesterone und Dihydroxyprogesterone nicht gleichzeitig 
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Abb.3. Der zeitliche Verlauf der Steroidhydroxylierung mit Curv. lunata CIT. Abszisse: Inkubations- 
zeit in Stunden. Ordinate: Extinktion der Eluate (3 ml). ¢ e 11f8-Hydroxyprogesteron; 
o———OoO 7a, 14«-Dihydroxyprogesteron; A—-—-— A 118, 14«-Dihydroxyprogesteron. 
O------ O Substanz IV 


parallel zueinander, sondern nacheinander gebildet werden, d.h. die 
Hyproxylgruppen werden nacheinander in das Progesteronmolekiil 
eingefiihrt. Die Mengen, die jeweils von den einzelnen Hydroxyprogeste- 
ronen gebildet werden, hingen daher (abgesehen von der Umsetzungszeit) 
im wesentlichen von der Geschwindigkeit ab, mit der die einzelnen 
Hydroxylierungen ausgefiihrt werden. Aus unseren Untersuchungen 
geht hervor (vgl. auch Abschnitt XIV), daB man dabei mehrere Fak- 
toren beriicksichtigen muB, die sich zum Teil iiberschneiden. Zunachst 
einmal werden die einzelnen Substrate verschieden schnell hydroxyliert. 
Generell kann man sagen, dali Progesteron am schnellsten angegriffen 
wird, weniger schnell die Monohydroxyprogesterone und am_lang- 
samsten die Dihydroxyprogesterone. Es ergibt sich also eine deutliche 
Abhangigkeit zwischen der Anzahl der bereits im Molekiil vorhandenen 
Hydroxylgruppen (bzw. der Polaritit der Verbindung) und der Ge- 
schwindigkeit, mit der weitere OH-Gruppen eingefiihrt werden. Die 
Hinfiihrung von weiteren Hydroxylgruppen geht um so schneller von- 
statten, je weniger Sauerstoff-Funktionen im Molekiil bereits vorhanden 
sind, 

Aber nicht nur die Zahl der bereits vorhandenen Hydroxylgruppen, 
sondern auch ihre Stellung im Molekiil beeinfluBt die weitere Hydroxy- 
lierung. Weiterhin haben die einzelnen Hydroxylasen verschiedene 
Aktivitat. 
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Die in den Abschnitten II—IV mitgeteilten Ergebnisse lassen sich in 
folgendem Reaktionsschema zugammenfassen. 
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Abb.4. Schema der von der Gattung Curvularia an Progesteron vorgenommenen Hydroxylierungen. 
Ausgezogene Pfeile: bewiesene Hydroxylierungen, unterbrochene Pfeile: mégliche Hydroxylierungs- 
reaktionen 


V. Der Einflup des Néhrbodens auf die Steroidhydroxylierung 
1. Der Einflup von Eisen, Magnesium und Phosphorsiure 


Ich stellte in meinen Untersuchungen zunachst fest, welchen Hinflu&B 
verschiedene Komponenten unserer Grundnahrlosung auf die Steroid- 
hydroxylierung haben. Ich ging dabei so vor, da ich die betreffenden 
Komponenten der Nahrlésung nicht zusetzte. Dafiir kamen natiirlich 
nur die Nahrbodenbestandteile in Frage, die nicht von vornherein in 
Makromengen fiir das Pilzwachstum notwendig sind, in unserem Falle 
also vor allem FeSO,, MgSO, und KH,PO,. Die Ergebnisse sind in 
Tab.2 wiedergegeben. Aus ihr ist zu entnehmen, dali die dem Nahr- 
boden in Form von Eisensulfat zugesetzten Eisenionen weder einen 
signifikanten Einflu8 auf das Myceltrockengewicht noch auf die Hy- 
droxylierungen haben; und zwar wohl deshalb, weil in den iibrigen 
Nahrbodenbestandteilen geniigende Mengen an Eisen als Verunreini- 
gungen enthalten sind, um den Bedarf des Pilzes weitgehend zu decken. 
Dagegen hat die Eliminierung des MgSO, aus dem Nahrboden einerseits 
eine signifikante Erhohung des Myceltrockengewichtes, andererseits eine 
Herabsetzung der Steroidhydroxylierung zur Folge. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 38 17 
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Interessant ist auch der PhosphateinfluB. Durch die im Maisquell- 
wasser zweifellos vorhandenen Phosphatverbindungen wird ein der 
Kontrolle ‘iquivalentes Mycelwachstum erreicht. Die Steroidhydroxy- 
lierung dagegen ist empfindlicher gegen Phosphatmangel. Die Ergebnisse 
zeigen, daB auf dem Phosphatmangelnihrboden die Steroidhydroxy- 
lierung in signifikanter Weise herabgesetzt ist. 


Tabelle 2. Der EinfluB von Néhrbodenbestandteilen auf die Steroidhydroxylierung. 
Schiittelkolbenkultur. Menge der Hydroxylierungsprodukte in Extinktion je 2,5 ml 
Eluat bezogen auf 1g Myceltrockengewicht 
Hydroxypr. = Hydroxyprogesteron, Dihydr. = Dihydroxyprogesteron 


Mycel- 
Nahrboden trockengewicht | 4145 4ydroxyprog., 7a,14a-Dihydr. | 118,14«-Dihydr. 
in g/100 ml 
Nahrlésung 
Vollstiindiger 


Grundnihrboden) 0,821 + 0,027 | 0,546 + 0,009 | 0,185 + 0,002 | 0,188 + 0,007 
Grundnihrboden 
ohne FeSO, 0,792 + 0,033 | 0,576 + 0,009 | 0,201 + 0,009 | 0,197 + 0,001 
Grundnahrboden 
ohne MgSO, 1,113 + 0,036 | 0,382 + 0,004 | 0,090 + 0,004 | 0,136 + 0,005 
Grundnaihrboden 
ohne Phosphat | 1,071 + 0,016 | 0,344 + 0,008 | 0,052 + 0,009 | 0,122 + 0,008 


Tabelle 3. Der Hinflup verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen auf die Pro- 

gesteronhydroxylierung durch Curvularia lunata CII. Schiittelkolbenkultur. Inkuba- 

tionszeit 24 Std. Menge der gebildeten Hydroxylierungsprodukte in Extinktion je 3 ml 
Eluat berechnet auf 1g Myceltrockengewicht 


aml sa 11p- 7a, 140- 11f, 14%- 
Nihrboden End-pa aie ut Hydroxy- | Dihydroxy- Dihydroxy- 
CIE Boke progesteron | progesteron progesteron 
Niahrlésung 


Grundnihrboden | 7,9 | 0,808-+-0,036  0,47-+-0,019 0,088-+0,015 | 0,111-+-0,001 
Grundnihrboden 
m. Rohrzucker 7,2 | 1,164-+-0,026 | 0,56--0,022 |0,106-+-0,010 | 0,145-+- 0,009 
Grundniihrboden 
mit Stirke 7,0 | 0,572+-0,061 | 1,16-+0,15 0,148+4-0,007 | 0,29 + 0,017 
xrundniahrboden 
m.Ammonsulfat | 2,8 | 0,903--0,058 | 0,92+0,027 |0,225-+-0,0012) 0,294-++ 0,022 
Grundnihrboden 


mit Pepton 5,8 | 0,864-+-0,069 | 0,50-+-0,015 |0,083--0,005 | 0,117-+-0,001 


2. Der Hinflup verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen 
Um den EinfluB verschiedener Kohlenstoffquellen auf die Steroid- 
oxydation zu untersuchen, ersetzte ich die Glucose im Grundnahrboden 
nacheinander durch Rohrzucker und Stirke. In gleicher Weise verfuhr 
ich hinsichtlich der Stickstoffquelle und ersetzte das Natriumnitrat 
nacheinander durch Ammoniumsulfat und Pepton. Die Mengen wurden 
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so bemessen, daf jeder Nahrboden aquivalente Mengen Stickstoff ent- 
hielt. Die erhaltenen Mefiwerte wurden auf Umsatz je Gramm Mycel- 
trockengewicht umgerechnet. Die Ergebnisse (Tab.3) zeigen, daB bei 
Rohrzucker und vor allem Starke als Kohlenstoffquellen die Steroid- 
hydroxylierung erheblich gesteigert wird. Bei Starke wird der Umsatz 
gegeniiber Glucose mehr als verdoppelt. Diese Ergebnisse stimmen 
bemerkenswerterweise mit denen iiberein, die MANN, HANSON u.a. (1955) 
mit Cunninghamella erhielten. 

Sehr interessant ist auch der EinfluB, den verschiedene Stickstoff- 
quellen auf die Steroidhydroxylierung haben. Die Tabelle zeigt, daB bei 
Verwendung von (NH,),SO, als Stickstoffquelle die Hydroxylierung 
stark gefordert wird und iiber doppelt so groB ist wie bei Verwendung 


Tabelle 4. Der Einflup verschiedener Stickstoffquellen auf die Steroidhydroxylierung 

von Curvularia lunata CII. Jeder Ndahrboden enthdlt dquivalente Mengen an Stick- 

stoff und Phosphat. Schiittelkolbenkultur. Substrat Progesteron. Inkubationszeit 24 Std. 

Menge der gebildeten Hydroxyprogesterone in Hutinktion der Eluate (3 ml) berechnet 
auf 1g Myceltrockengewicht 


lags 11p- 7a, 140- 118, 140- 
puso anere End-px trockengewicht Hydroxy- Dihydroxy- Dihydroxy- 
der Nahrlésung g/100 ml : t ENGR 

TH abtiieany progesteron progesteron progestero 
NaNO, 5,8 | 0,652--0,003 | 0,293-+-0,005 | 0,112-+-0,03 | 0,114+-0,03 
(NH,)HPO, 2,5 | 0,972-+0,136 | 0,387-+0,04 | 0,163--0,04 | 0,227-+-0,07 
(NH,).S8O, 2,5 |0,856-+0,052 | 0,34 +0,017| 0,26 +0,03 | 0,33 +0,03 
Harnstoff 5,3 | 1,106-+0,187 | 0,14 +0,028 | 0,054+0,02 | 0,044+.0,007 


von NaNO, . Pepton bewirkt dagegen keine signifikante Anderung gegen- 
tiber der Kontrolle. Um die Ammoniumsulfatwirkung zu erklaren, muB 
man zunachst zwei Fragen untersuchen: Handelt es sich dabei um eine 
spezifische Wirkung des Ammoniumions oder um einen py-Effekt. Aus 
erklarlichen Griinden sinkt ja bei Verwendung von (NH,),SO, als Stick- 
stoffquelle das py der Nahrlosung mit der Verwertung des (NH),* durch 
den Pilz sehr stark ab. Die Tabelle zeigt, daB in der Grundnahrlésung 
ein End-pq von 7,9 besteht, wahrend im Ammoniumsulfatnahrboden 
ein End-py von 2,8 herrscht. 

Bietet man dem Pilz Ammoniakstickstoff in Form von Harnstoff 
(Harnstoff wird bei Verwertung durch den Pilz in NH,, das in gepufferten 
Systemen sofort in NH,* tibergeht, und CO, zerlegt), so tritt im Laufe 
der Kulturdauer keine wesentliche Ansiuerung des Nahrbodens ein. 
Tab.4 zeigt, daB in diesem Falle keine Forderung der Hydroxylierung 
gegeniiber der Kontrolle eintritt, sondern eine Hemmung. Da man mit 
(NH,),SO, und (NH,),HPO, im Prinzip die gleichen Férderungen erzielt, 
kann auch das Anion keinen wesentlichen Einflu8 auf die Hydroxy- 


lierung haben. Ebenso hat das Nitration keine spezifische Hemmwirkung, 
alg 
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wie ein Vergleich mit den Werten des Peptonnahrbodens beweist. Alle 
diese Feststellungen zeigen, daf sich die Ammoniumsulfatwirkung ein- 
deutig auf einen py-Effekt zuriickfiihren 148t. Ein niedriges py wirkt 
sich demnach giinstig auf die Aktivitat der Steroidhydroxylasen aus. 


VI. Der EinfluB verschiedener py-Werte 
auf die Steroidhydroxylierung 
Der im Abschnitt V aufgezeigte Einflu8 der Wasserstoffionenkonzen- 
tration auf die Steroidhydroxylierung kann dadurch zustandekommen, 
daB die beteiligten Steroidhydroxylasen ihr Aktivitatsoptimum bei so 
niedrigem py haben. Es kann sich aber auch um eine indirekte px-Wir- 
kung handeln, d.h. das niedrige py beeinfluBt primar Stoffwechsel- 
vorgange, die ihrerseits die Steroidhydroxylierung beeinflussen. Um 
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Abb.5. Der Einflu8 verschiedener pu-Werte auf die Steroidhydroxylierung durch Curv. lunata CII. 

Abszisse: Anfangs pu-Werte. Ordinate rechts: pu nach 24stiindiger Inkubation. Ordinate links: 

Extinktion der Eluate (3 ml). ¢ e 118-Hydroxyprogesteron; 9———O 7a,14«-Dihydroxy- 
progesteron; 4—-—-+— 4 118, 14«-Dihydroxyprogesteron; O------ O End-px 


dariiber mehr zu erfahren, untersuchte ich den EinfluB abgestufter 
pu-Werte auf die Hydroxylierung. 


Da es die Pufferkapazitaten der verschiedenen Puffer nicht gestatteten, 
die Nahrlésung waihrend der ganzen Kulturdauer des Pilzes auf ab- 
gestufte py-Werte einzustellen, wahlte ich folgende Versuchsanordnung. 
Pilzmycel wurde in iiblicher Weise auf dem Grundnihrboden angezogen 
(px 7,8—7,9). Nach dreitagigem Wachstum wurde das Mycel von der 
Nahrlésung abfiltriert, mit aqua dest. gewaschen und in Pufferlésungen 
mit abgestuften py-Werten resuspendiert. Ich verwendete dazu den 
Universalpuffer nach JoHNSON u. Linpsay (RauEN 1956). Auch bei 
dieser Methodik gibt der Puffer in den oberen und unteren Bereichen 


nach (siehe Abb.5), man erhalt indessen trotzdem eine abgestufte 
pu-Skala. 
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Die Bestandteile des Puffers scheinen, wenn man andere vergleichbare 
Versuche heranzieht, keinen wesentlichen Einflu8 auf die Steroid- 
hydroxylierung zu haben. Die Ergebnisse sind in Abb.5 dargestellt. Aus 
dem Verlauf der Kurven ist zu ersehen, daB die Hydroxylaseaktivitat 
im allgemeinen zum alkalischen Bereich hin zunimmt. Im besonderen 
ist aber der py-Einflu8 auf die Bildung der verschiedenen Hydroxy- 
lierungsprodukte etwas verschieden, was darauf hindeutet, daB die ein- 
zelnen Hydroxylasen unterschiedliche py-Optima haben. 

Da mit lebendem, intaktem Mycel gearbeitet wurde, ist es schwierig, 
Aussagen dariiber zu machen, ob diesen Kurven entsprechende pq-Wir- 
kungskurven der Hydroxylasen zugrunde liegen oder ob die Wasser- 
stoffionenkonzentration primar Stoffwechselanderungen hervorruft, die 
ihrerseits sekundair die Geschwindigkeit der Hydroxylierungen modi- 
fizieren. Es ist anzunehmen, daB bei unseren Versuchen beide Vorgange 
eine Rolle spielen. 

Die Ergebnisse dieses Versuches und die Ergebnisse, die bei den Nahr- 
bodenversuchen erhalten wurden, scheinen sich zu widersprechen. Dort 
hatten wir gefunden, da die Steroidhydroxylierungen durch ein 
niedriges py gefordert wurden, wahrend die bei den py-Versuchen er- 
zielten Ergebnisse gerade eine entgegengesetzte Tendenz zeigen. Dieser 
Widerspruch lést sich aber auf, wenn man bedenkt, daB das niedrige py 
jeweils auf physiologisch verschiedenes Mycel einwirkte. Bei den Nahr- 
bodenversuchen beeinfluBte das niedrige py Mycel, das sich in Wachstum 
und Entwicklung befand; bei dem py-Versuch wirkte es auf bereits 
fertiges, ruhendes Mycel ein. Die Wirkungsunterschiede, die sich dabei 
ergeben, lassen den SchluB zu, daB das niedrige py, wenn es wahrend der 
Wachstums- und Entwicklungsphase auf den Pilz einwirkt, die Bildung 
eines Hemmfaktors verhindert oder die Bildung eines Faktors, der die 
Steroidhydroxylierung férdert, begiinstigt. Diese Wirkung iiberlagert 
anscheinend diejenige, die das py normalerweise auf die Steroidhydroxy- 
lierung hat. 


VII. Versuche mit abfiltriertem Mycel 


In der Literatur finden sich widersprechende Angaben iiber den Ort 
der Steroidhydroxylierung. Der folgende Versuch sollte Aufklarung iiber 
diese Probleme bei dem von mir verwendeten Pilz bringen. Mycel wurde 
in der iiblichen Weise in Schiittelkolben angezogen. Nachdem sich sehr 
reichlich Mycel entwickelt hatte, wurde es abfiltriert. Das Kulturfiltrat 
wurde unter sterilen Bedingungen in neue Schiittelkolben tiberfiihrt und 
gepriift, ob es zur Steroidhydroxylierung fahig ist. Das abfiltrierte 
Mycel wurde dreimal mit aqua dest. gewaschen und in neue Schiittel- 
kolben, die mit aqua dest. gefiillt waren, iiberfiihrt. Zur Verarmung an 
Reservestoffen lieBen wir das Mycel in diesen Kolben weitere 24 Std 
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schiitteln, dann wurde eg erneut abfiltriert, gewaschen und in den end- 
giiltigen Versuchslésungen resuspendiert. Als Kontrolle dienten Kolben, 
aus denen das Mycel nicht abfiltriert und dieser Prozedur unterworfen 
war. Es zeigte sich, daB das Kulturfiltrat bei meinem Pilz keine Fermente 
enthalt, die eine Steroidhydroxylierung vornehmen kénnen. Die steroid- 
hydroxylierende Wirkung ist ausschlieBlich an das Mycel gebunden. 


VIII. Der EinfluB von Enzymgiften 
auf die Steroidhydroxylierung 
Uber die Natur der bei der mikrobiellen Steroidhydroxylierung be- 
teiligten Enzyme ist nur sehr wenig bekannt. Versuche mit Enzymgiften 
sind bisher auf diesem Gebiet kaum gemacht worden (MANN u. a. 1955). 
Wir untersuchten den EinfluB8 einiger Enzymgifte auf die Steroid- 
hydroxylierung, deren Angriffspunkt gut bekannt ist. 
Das Mycel wurde in iiblicher Weise angezogen. Gleichzeitig mit dem 
Substrat wurden den einzelnen Kolben die entsprechenden Enzymgifte 
in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. 


1. Natriumcyanid 

Abb.6 zeigt, daB NaCN die Bildung der Dihydroprogesterone erst in 
relativ hohen Konzentrationen hemmt. Die Bildung der Monohydroxy- 
progesterone wird nur wenig beeinfluBt. Bei 10-° m/I tritt eine Férderung 
ein. 
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Abb.6. Der HinfluB von NaCN auf die Steroid- Abb.7. Der Einflu8 von NaN, auf die Steroid- 


hydroxylierung. Abszisse: NaCN in Mol je hydroxylierung. Abszisse: NaN, in Mol je Liter. 
Liter. Ordinate: Extinktion der Eluate. Ordinate: Extinktion der Eluate (3 ml). 
e e 11/-Hydroxyprogesteron; 0———o e e 11£-Hydroxyprogesteron; o———o 
7a, 14«%-Dihydroxyprogesteron; 4—-—-—4 11, 7a, 14aDihydroxyprogesteron; A—-—-.— 4 11, 
14«-Dihydroxyprogesteron 14«%-Dihydroxyprogesteron 


2. Natriumazid 
Gegen Natriumazid ist die Steroidhydroxylierung empfindlicher als 
gegen Cyanid (Abb.7). 10-4 m/l NaN, wirkten bereits schwach hemmend. 
Bei einer Konzentration von 10~* m/l werden die Steroidhydroxylasen 
zu tiber 50°/, gehemmt. Fiir das Natriumazid sind zwei Angriffspunkte 
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bekannt. Kinmal greift es ahnlich wie 2,4 Dinitrophenol in die Atmungs- 
kettenphosphorylierungen ein und verhindert die Bildung energiereicher 
Phosphatbindungen, zum anderen blockiert es wie Cyanid Schwer- 
metallenzyme. 


3. 2,4-Dinitrophenol 
Um den speziellen Angriffspunkt des Natriumazids in unseren Unter- 
suchungen kennenzulernen, priifte ich, welchen EinfluB 2,4-Dinitro- 
phenol, welches auch die Synthese energiereicher Phosphatbindungen 
verhindert, auf die Steroidhydroxylierung hat. Aus Abb. 8 ist zu 
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Abb.8. Der EinfluB von 2,4-Dinitrophenol auf a je g of 
die Steroidhydroxylierung. Abszisse : 2,4 Dinitro- Abb.9. Der EinfluB von NaF auf die Steroid- 
phenol in Mol je Liter; Ordinate: Extinktion der hydroxylierung. Abszisse: NaF in Mol je Liter; 
Eluate(3 ml). e 116-Hydroxyprogesteron; Ordinate Extinktion der Eluate; e-— e 
o———oO 7a, 14«-Dihydroxyprogesteron; 116-Hydroxyprogesteron; O———O 7a, 14a- 
A—-—+— 4 118, 14«%-Dihydroxyprogesteron + 118, 14« Dihydroxyprogesteron 


entnehmen, da 2,4-Dinitrophenol auch in hohen Konzentrationen die 
Hydroxylierung der Steroide bei unserem Objekt nicht beeinfluBt. 
Daraus geht hervor, da die Hemmung der Steroidhydroxylierung durch 
Natriumazid nur durch die Blockierung eines Schwermetallenzyms zu- 
stande gekommen sein kann. 


4. Natriumfluorid 


Natriumfluorid hemmt verschiedene Enzyme, die Mg** als an- 
organisches Komplement benétigen. Das klassische Beispiel dafiir ist die 
Hemmung der Enolase. In héheren Konzentrationen kénnen auch 
Schwermetallenzyme blockiert werden. Abb.9 zeigt, da Natriumfluorid 
nur in hohen Konzentrationen eine schwache, nicht signifikante Hem- 
mung der Steroidhydroxylierung bewirkt. Da normalerweise die Enolase 
bereits durch viel geringere Konzentrationen vollstandig gehemmt wird, 
kommt auch hier wahrscheinlich die Hemmung durch eine Schwer- 
metallblockierung zustande. 
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Die Ergebnisse der Hemmversuche lassen die SchluBfolgerung zu, 
daB bei der Steroidhydroxylierung ein Schwermetallenzym eine ent- 
scheidende Rolle spielt. 

Zieht man in Betracht, da® zu der Steroidhydroxylierung ausschlieB- 
lich molekularer Luftsauerstoff verwendet wird, so liegt der SchluB nahe, 
daB das Schwermetallenzym die Ubertragung des Sauerstoffs auf das 
Steroid katalysiert. Als sauerstoffiibertragende Schwermetallenzyme 
kommen — soweit bisher bekannt — in erster Linie Eisenenzyme vom 
Peroxydasetypus oder Kupferenzyme vom Phenoloxydasetypus in Frage. 
Um festzustellen, welcher von beiden Gruppen die Steroidhydroxylasen 
zuzuzahlen sind, untersuchten wir den EinfluB, den die Spurenelemente 
Fe und Cu auf die Steroidhydroxylierung ausiiben. 


IX. Der EinfluB von Spurenelementen 
auf die Steroidhydroxylierung 
1. Der EinfluB von Fe*+-Ionen 


Um den Einflu8 von Fet++ auf die Steroidhydroxylierung zu unter- 
suchen, war es zundchst notwendig, den verwendeten Nahrboden soweit 
als méglich eisenfrei zu machen, da die verwendeten Reagentien wie aus 
den Versuchen im Abschnitt V hervorgeht, als Verunreinigung bereits 
soviel Fe++ enthalten, daB dadurch der Bedarf des Pilzes vollauf gedeckt 
ist. Dazu wurden die Nahrlédsungen vor dem Sterilisieren nach der Me- 
thode von OHLSON u. JOHNSON (1949) gereinigt. Den auf diese Weise an 
Hisenionen weitgehend verarmten Nahrbéden, wurden dann definierte 
Mengen an Hisensulfat zugesetzt. Um irgendwelche py-Effekte von vorn- 
herein auszuschlieBen, stellte ich Versuche sowohl mit der Grundnahr- 
lésung als auch mit dem Ammoniumsulfatnihrboden an. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 10 festgehalten. 

Betrachten wir zunaichst die Progesteronkurve bei Verwendung des 
Ammoniumsulfatnaihrbodens, so ist zu sehen, dafB das Progesteron mit 
steigenden Mengen zugesetzten Fet++ rasch abnimmt, d. h. hydroxyliert 
wird. In den Kolben ohne Fe++-Zusatz wird das Progesteron praktisch 
nicht angegriffen. Dementsprechend finden wir in diesen Kolben auch 
nur einen geringen Umsatz zu 116-Hydroxyprogesteron. Die Bildung der 
Monohydroxyprogesterone nimmt mit steigenden Eisenmengen rapide 
zu und erreicht mit 5 y Fet++/100 ml Nahrlésung sein Maximum. Bei 
5 y Fe++ wird sechsmal soviel Mono-Hydroxyprogesteron gebildet als 
bei 0 y Fet++. Dabei ist natiirlich auch zu beachten, daB die Kurve der 
monohydroxylierten Produkte aus der Geschwindigkeit der Bildung und 
Weiterhydroxylierung resultiert. Das Maximum der Dihydroxypro- 
gesteronbildung wird mit etwa 20 y Fe++/100 ml Nahrlosung erreicht, 
wahrend bei 0 y Fet++ praktisch keine Dihydroxyprogesterone gebildet 
werden. Daraus geht hervor, daB mit 20—50 y Fet+ (+ den in der Nahr- 
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lésung nach der Reinigung noch vorhandenen Resteisen)/100 ml Nahr- 
l6sung die maximal mégliche Menge an Steroidhydroxylasen synthetisiert 
wird. Da diese Wirkungen nicht etwa durch bloBe Wachstumsunter- 
schiede hervorgerufen wurden geht daraus hervor, da die Trocken- 
gewichtskurve mit der Steroidhydroxylierung nicht parallel lauft. Wah- 
rend das Wachstumsmaximum (ausgedriickt in Trockengewicht) bereits 
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Abb.10. Der Einflu8 von Fe*+ auf die Steroidhydroxylierung. Curv. lunata CII auf Ammonium- 

sulfatnihrboden angezogen. Progesteron als Substrat. Abszisse: Fet* je 100ml Nahrlésung. Ordinate: 

rechts: Myceltrockengewicht in Gramm; Ordinate links: Extinktion der Eluate; e e@ Pro- 

gesteron; 0— — —O 11f-Hydroxyprogesteron; 0—-—-— 0 7a, 14%-Dihydroxyprogesteron; A------ A 
118, 14%-Dihydroxyprogesteron; x+:—:: —x Myceltrockengewicht 


bei 10 y Fet+/100 ml Nahrlésung erreicht wird, liegt das Maximum fiir 
die Steroidhydroxylierung erst bei etwa 20 y Fet++. AuBerdem nimmt 
das Trockengewicht von 0 y Fe*+* bis 10 y Fe+* nur etwa um das Doppelte 
zu, wahrend die Steroidhydroxylierung zur gleichen Zeit von praktisch 
Null auf ein Vielfaches ansteigt. Die Tatsache, daB auch in den Kolben 
ohne Hisenzusatz bereits Mycelwachstum erfolgt, erklart sich leicht dar- 
aus, daB es naturgemiB kaum modglich ist, aus einem Nahrboden, der 
auch natiirliche Ingredenzien enthalt (Maisquellwasser), alles Eisen 
restlos zu entfernen. Diese geringen in der Nahrlosung noch vorhandenen 
Eisenmengen erlauben bereits ein begrenztes Mycelwachstum, doch 
reichen sie anscheinend nicht aus, um die Synthese einer 4quivalenten 
Menge von Steroidhydroxylasen zu gestatten. 

Mit Czapek-Dox-Nahrlésung + Maisquellwasser erhielt ich im Prinzip 
die gleichen Ergebnisse, nur da8 hier die Maxima der Monohydroxy- 
und Dihydroxyprogesteronbildung zu grdéBeren Hisenmengen ver- 


schoben sind. 
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2. Der EinfluB von Cutt+-Ionen auf die Steroidhydroxylierung 


Nach der gleichen Methode wie bei den Fe++-Versuchen, wurde der 
EinfluB von Cu++-Ionen auf die Steroidhydroxylierung untersucht. Der 
Ammoniumsulfatnahrboden wurde wiederum zuniichst nach der Me- 
thode von OLSON u. JOHNSON soweit als méglich von Kupferionen befreit. 
Dann wurden definierte Mengen Cut+ in Form von CuSO, -5H,O zu- 
gesetzt. Die Ergebnisse sind in Abb. 11 wiedergegeben. 
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Abb. 11. Der EinfluB von Cu** auf die Steroidhydroxylierung. Curv. lunata CII wurde auf Ammonium- 
sulfat-Naihrboden angezogen. Abszisse: Cu*+* je 100 ml Nahrlésung. Ordinate rechts: Myceltrocken- 
gewicht in Gramm. Ordinate links: Extinktion der Eluate berechnet auf 0,750 g Myceltrocken- 
gewicht; O——~—oO Ta, 14a-Dihydroxyprogesteron; ¢ e@ 118, 14«-Dihydroxyprogesteron; 
o—-—-— Oo Myceltrockengewicht 


Aus den Kurven ist zu entnehmen, dai bereits in den Kolben, denen 
kein CuSO, zugesetzt wurde, relativ groBe Mengen Progesteron in 
Dihydroxyprogesterone umgewandelt wurden. Bei 5y Cu*+/100 ml 
Nahrlésung zeigt die Umwandlung ein schwaches Maximum, das sich 
indessen statistisch nicht sichern laBt. Der eventuelle Einwand, daB ich 
mich mit den Kupferangaben ++ den in der Nahrlésung noch vorhandenen 
Resten bereits auBerhalb des ansteigenden Kurvenverlaufs befunden 
habe, wird durch den Verlauf der Trockengewichtskurve widerlegt, die 
von 0—5 y Cut* noch kraftig ansteigt und erst bei héheren Gaben 
wieder abfallt. 

Vergleicht man den EinfluB, den Fe++ und Cut+-Ionen auf die Steroid- 
hydroxylierung haben, so ergibt sich, daB bei den Eisenversuchen ein 
eindeutiger Zusammenhang zwischen zugefiihrter Eisenmenge und 
Aktivitaét der Steroidhydroxylasen besteht. Aus den Ergebnissen des 
Kupferversuches laBt sich, wenn iiberhaupt, héchstens ein indirekter 
Kinflu8 der Cut+-Ionen auf die Steroidhydroxylierung ablesen. Ich 
ziehe daraus den SchluB, da bei der Steroidhydroxylierung ein Eisen- 
enzym eine entscheidende Rolle spielt. 


X. Der Hinflup von Vitaminen auf die Steroidhydroxylierung 


Aus der Literatur ist zu entnehmen, daB bei den Steroidhydroxy- 
lierungen in der Nebennierenrinde Zusatz von Nicotinsiureamid (Ryan 
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u. ENGEL 1956) die Hydroxylierungen fordert. Da die Nicotinsaure- 
amidférderung durch DPNH oder TPNH ersetzt werden kann, wirkt 
es dadurch, daB es die Synthese der Co-Dehydrogenasen férdert. Uns 
interessierte daher, ob bei der mikrobiellen Steroidhydroxylierung gleiche 
oder ahnliche Cofaktoren wirksam sind. 

Da sich Curv. lunata CII nicht ohne Maisquellwasser als Wuchsstoff- 
quelle anziehen 14Bt (siehe Abschnitt CI), war es nicht moglich, Vit- 
aminmangelnahrbéden herzustellen und damit den Einflu8 von ein- 
zelnen zugesetzten Vitaminen auf die Steroidhydroxylierung zu unter- 
suchen. Ich benutzte daher fiir unsere Versuche eine Methode, wie sie 
auch von Naenrs (1958) erfolgreich angewendet wurde. Ich zog in der 
tiblichen Weise Mycel in Schiittelkolben auf der Grundnahrlésung an. 
Nachdem sich reichlich Mycel entwickelt hatte, wurde es abfiltriert, 
dreimal mit aqua dest. gewaschen und in Schiittelkolben, die mit aqua 
dest. gefiillt waren, suspendiert. Zur Verarmung an Reservestoffen lieB 
ich das Mycel darin weitere 48 Std schiitteln. Danach wurde es erneut 
abfiltriert, gewaschen und in neuer Czapek-Dox-Nahrlésung — aber ohne 
Maisquellwasser — resuspendiert. Dieser Nahrlésung hatten wir zuvor 
die in der Tabelle aufgefiihrten Vitamine einzeln in einer Menge von 
100 y/100 ml Nahrlosung zugesetzt (Sterilisation um eine Zerstérung der 
Vitamine weitgehend zu vermeiden 10 min bei 110° C, siehe RAVEN 1956). 


Tabelle 5. Der HinfluB von Vitaminen auf die Steroidhydroxylierung durch Curv. 

lunata OIL. Schiittelkolbenkultur. Progesteron als Substrat. Inkubationszeit 24 Std. 

Menge der gebildeten Hydroxyprogesterone in Hatinktion der Hluate (3 ml) bezogen 
auf 1g Myceltrockengewicht 


i i - - , 140- 
ee tieo csi = ees aetese Biases: Sivas: 
Nahrl6sung Du gow’ progesteron progesteron. progesteron 
Kontrolle 
ohne Vitamine | 3,4 | 1,179-+0,193| 0,148+.0,0005| 0,081-+-0,003 | 0,128+0,014 
B, 3,1 | 0,929-+-0,163| 0,244+0,027 | 0,129-+0,008 | 0,206-0,014 
B, 3,3 | 0,767-+-0,032 | 0,328-+ 0,005 0,172 0,0004 0,200-+ 0,008 
i8y4 2,9 | 0,908-+0,152) 0,183-+0,010 | 0,235-+-0,025 | 0,156--0,017 
Panthenol 3,3 | 0,943-+40,144| 0,205-- 0,022 | 0,137--0,087 | 0,186+0,015 
Nicotinsaureamid) 3,1 | 1,057-0,042|0,165+0,010 | 0,093-+-0,005 | 0,143-+.0,010 


Die Ergebnisse sind in Tab.5 zusammengefaBt. Aus diesen geht hervor, 
daB Nicotinsiureamid unter meinen Versuchsbedingungen keinen Hin- 
fluB auf die Steroidhydroxylierung hat. Ebenso ergibt Panthenol keine 
signifikante Erhéhung der Steroidhydroxylierung. 

Dagegen erweist sich Vitamin B, (Riboflavin, Lactoflavin) in dieser 
Hinsicht als stark wirksam. Durch Zusatz von Riboflavin zur Nahr- 
lésung wird die Steroidhydroxylierung um mehr als das Doppelte erhoht. 
Da Vitamin B, Bestandteil der wasserstoffiibertragenden Flavinenzyme 
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ist, scheinen diese eine wichtige Rolle bei der mikrobiellen Steroid- 
hydroxylierung zu spielen. 

Vitamin B, und B, zeigen gegeniiber der Kontrolle eine geringere, aber 
gesicherte Férderung der Steroidhydroxylierung. 


XI. Der EinfluB von Séuren des Citronensdurecyclus 
auf die Steroidhydroxylierung 


Die Hydroxylierung von Steroiden durch Nebennierenhomogenate 
wird durch verschiedene Sauren des Citronensiurecyclus geférdert. 
Besonders wirksam sind dabei Fumarsiure und Apfelsaure, weniger 
wirksam Citronensiure, Isocitronensdiure, Aconitsiure und «a-Keto- 
glutarsdure (Hayano u. DorrMan 1954, Sweat u. LipscomsB 1955, 
Swear 1951). Uns interessierte, ob diese Séuren auch bei der mikro- 
biellen Steroidhydroxylierung eine Rolle spielen. Die Versuchsanordnung 
war die gleiche wie bei dem vorangehenden Vitaminversuch, nur daf ich 
hier das ,,Hungermycel* nicht in neuer Czapek-Dox-Nahrlésung, son- 
dern in den 0,01 m Lésungen der in der Tabelle angegebenen Sauren 
suspendierte. Diese Konzentration ist die gleiche, wie sie von den oben 
genannten Autoren bei Versuchen mit Nebennierenrindenhomogenaten 
verwendet wurde. Wir stellten diese Saéurelésungen mit Natronlauge auf 
pu 5,0 ein. Die Ergebnisse (Tab.6) zeigen, das Fumarsaéure die von 
unserem Pilz durchgefiihrten Steroidhydroxylierungen nicht férdert, 


Tabelle 6. Der HinfluB verschiedener Scuren auf die Steroidhydroxylierung von 

Curv. lunata CII. Mycel wurde in den 0,01 m Séurelésungen suspendiert. Substrat 

Progesteron. Inkubationszeit 24 Std. Menge der gebildeten Hydroxyprogesterone in 
Extinktion der Eluate (3 ml) 


118-Hydroxy- 7a, 14a-Dihydroxy- 118, 14«-Dihydroxy- 


Sdure 
progesteron | progesteron progesteron 


Kontrolle = aqua dest. | 0,184 + 0,013 | 0,132 + 0,005 0,196 + 0,003 


Fumarsiure 0,142 + 0,013 0,120 + 0,006 0,179 + 0,011 
Bernsteinsiiure 0,253 + 0,043 0,218 + 0,013 0,168 + 0,005 
Citronensiiure 0,253 + 0,015 0,120 + 0,009 0,160 + 0,015 
Apfelsiiure 0,210 + 0,042 0,216 + 0,010 0,284 + 0,020 


sondern schwach hemmt. Ebenso wirkt Citronensiure eher hemmend 
als fordernd auf die Hydroxylierungen. Anders verhalten sich dagegen 
Bernsteinsiure und vor allem Apfelsiure. Beide Sauren férdern die 
Hydroxylierungen signifikant. 

Auch diese Ergebnisse weisen darauf hin, da8 bei den mikrobiellen 
Steroidhydroxylierungen 'Transhydrogenierungen eine groBe Rolle 
spielen, denn es ist sicher kein Zufall, daB gerade die beiden Sauren, 
die direkt dehydriert werden kénnen, die Hydroxylierungen férdern, 
wahrend Fumarsaure, die ein Wasserstoffacceptor ist, hemmend wirkt. 
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Ascorbinsiiure hat in den Konzentrationen von 1—100 mg/100 ml 
Nahrlésung keinen signifikanten Einflu8 auf die Steroidhydroxylierung. 


XII. Der Hinflup von Wasserstoffperoxyd 
auf die Steroidhydroxylierung 

Aus der Mitwirkung von Flavinenzymen und Eisenenzymen kénnte 
man folgern, daB ein peroxydatischer Mechanismus die Steroidhydroxy- 
lierung bewirkt. Ich priifte daher den Hinflu8, den HO, auf die Hy- 
droxylierung hat. 

Fiigt man H,O, in Konzentrationen von 1°/, und 0,4°/, Schiittel- 
kulturen zu, so wird die Steroidhydroxylierung gehemmt. 

Mycel, das abfiltriert und in Lésungen von 0,1; 0,05; 0,01 und 0,005°/, 
H,O, suspendiert und unter anaeroben Verhaltnissen bebriitet wurde, 
zeigte keine Hydroxylaseaktivitat. 

XIII. Werden die Steroidhydroxylasen von Curv. lunata CII 
adaptiv gebildet ? 

Ich wahlte folgende Versuchsanordnung, um diese Frage bei unserem 
Objekt zu klaren. Ein Teil der Kulturen wurde auf Grundnahrboden 
angezogen, dem vor dem Beimpfen unter sterilen Bedingungen 5 mg Proge- 
steron/100 ml Nahrlosung zugesetzt wor- 


den waren. Der andere Teil der Kulturen Hs iNrals ckeeet aot 
wurde ohne Progesteronzusatzangezogen. gj¢ a 
Nach dreitagigem Wachstum hatte sich 

auf beiden Nahrbéden reichlich Mycel 4% 7 
entwickelt, und es wurde allen Kolben 9.08 

25 mg Progesteron zugesetzt. Aus Kon- 

trolikolben, die nur den ersten Zusatz 4% 

von 5 mg Progesteron erhalten hatten, 

konnte ich ersehen, daB zu dieser Zeit 7? 12 16 20 Stdz¥ 


die zuerst zugesetzten 5mg Progesteron 
praktisch vollsténdig in die Dihydroxy- 
produkte umgewandelt worden waren. 
Die Werte fiir die Monohydroxypro- 
gesterone entsprechen daher vollstandig 
der Neubildung. 

Abb. 12 zeigt, daB die Hydroxylierung 


Abb.12. Die Hydroxylaseaktivitét von 
Curvularia-Mycel, das auf einem Nahr- 
boden mit Progesteronzusatz angezogen 
wurde. Abszisse: Inkubationszeit in 
Stunden. Ordinate: Extinktion der Elu- 
ate. @ e 11f8-Hydroprogesteron- 
pbildung von normal angezogenemMycel; 
o———o 11f-Hydroxyprogesteronbil- 
dung von Mycel, das auf einem Nahr- 
boden mit Progesteronzusatz angezogen 
wurde 


des Progesterons sofort nach dem Zusatz 

ohne Induktionsperiode (lag period) bei beiden Kulturen anlauft. Da 
auch der weitere Verlauf der Hydroxylierung bei beiden Kulturen voll- 
kommen parallel geht, kann keine adaptive Fermentbildung vorliegen, 
da in diesem Falle die Kulturen, die auf Progesteron angezogen worden 
waren, zumindest am Anfang, das Progesteron schneller hydroxy- 
lieren miiBten als die Kulturen, die ohne Progesteron angezogen wurden. 
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XIV. Die Substratspezifitét der Steroidhydroxylasen 
Bisher ist nur wenig iiber die Substratspezifitat der Steroidhydroxy- 
lasen bekannt. In der Literatur findet man, daB bei den meisten Unter- 
suchungen Steroide mit der 44,3-Keto-Gruppierung als Substrate 
verwendet wurden. Einzelne Autoren berichten jedoch auch iiber 


Tabelle 7 


Die Substratspezifitit der Steroidhydroxylasen von 
OCurv. lunata CLI. Anzahl der Kreuze = relatives Map 
fiir die Menge der gebildeten Hydroxylierungsprodukte 


Hydroxylierungs- 


Substrat produkte 
Progesteron ee 
9a-Hydroxyprogesteron + et 
11%-Hydroxyprogesteron +++ 
11/-Hydroxyprogesteron 7p anaes 
14%-Hydroxyprogesteron {eae 
21-Hydroxyprogesteron 

(Desoxycorticosteron, Cortexon) +++ 
Desoxycorticosteronacetat —_—— 
7a, 14x-Dihydroxyprogesteron + 
11, 14«-Dihydroxyprogesteron + 
126, 15«-Dihydroxyprogesteron — 
17x, 21-Dihydroxyprogesteron 

(Reichsteins Substanz $) +++ 
Reichsteins Substanz 8 

21-Monoacetat —— 
15, 21-Dihydroxyprogesteron 2 
Hydrocortison 

A 4-Pregnentriol (11/, 17«, 21-)- 

dion (3, 20) + 
Cortison 

A 4-Pregnendiol (17«, 21-)-trion 

(3, 11, 20) + 
Cortisonacetat (21-Monoacetat) -—— 
A 5-Pregnenol (3/)-on-(20) 

(Pregnenolon) fa 
Allopregnandion (3, 20) ++ 
Pregnanol (11«)-dion-(3, 20) + 
Pregnandiol(3«, 6«)-on-(20) ++ 
Cholesterin —_ 
Ergosterin y= 
Testosteron $d 
Methyltestosteron peta 


die Hydroxylierung von 
Steroiden, die diese Kon- 
figuration nicht besitzen 
(siche die Zusammen- 
fassungen S. 237 und 
SCHUBERT Uu. SIEBERT 
1958). Ich priifte durch 
Einsatz verschiedener 
mir erreichbarer Stero- 
ide, wie die Verhaltnisse 
bei meinem Versuchs- 
objekt liegen. Die in 
Tab.7 angefiihrten Sub- 
strate wurden Schiittel- 
kulturen zugesetzt (10 
bis 20 mg/100 ml Nahr- 
lésung). Die Umset- 
zungszeit betrug 24 Std. 

Die in Tab.7 zusam- 
mengefaBten Ergebnisse 
lassen mehrere Schlub- 
folgerungen zu. Deutlich 
ist zu erkennen, daB die 
A4,3-Keto-Steroide um 
so schlechter angegriffen 
werden, je mehr sie be- 
reits Sauerstoff-Funk- 
tionen im Molekiil ent- 
halten. Progesteron wird 
am schnellsten hydro- 
xyliert, weniger schnell 
die Monohydroxypro- 
gesterone und noch 


langsamer die Dihydroxyprogesterone. Die Steroide, die fiinf Sauerstoff- 
Funktionen im Molekiil haben, wie z. B. Cortison und Hydrocortison, 
werden am langsamsten angegriffen. Es ergibt sich damit eine deutliche 
Abhangigkeit der Hydroxylierungsgeschwindigkeit von der Anzahl der 
im Steroidmolekiil vorhandenen Sauerstoff-Funktionen oder in anderen 
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Worten, eine Abhangigkeit von der Polaritit oder Hydro- bzw. Lipo- 
phylie der entsprechenden Verbindung. 

Innerhalb der Monohydroxy- und Dihydroxyprogesterone erfolgt an- 
scheinend eine weitere Differenzierung durch die Stellung der Hydroxyl- 
gruppen, so wird z. B. 116-Hydroxyprogesteron besser angegriffen, als 
11a-Hydroxyprogesteron und 17%, 21-Dihydroxyprogesteron schneller 
als 118, 14«-Dihydroxyprogesteron. 128, 15a-Dihydroxyprogesteron 
wird iiberhaupt nicht angegriffen. Auch hier scheint eine Abhangigkcit 
zwischen der Polaritat der Verbindung und ihrer Hydroxylierung zu 
bestehen, da z. B. die 11a-Hydroxylgruppe den Steroiden einen polareren 
Charakter verleiht als die 118-Hydroxylgruppe. Auch das 12, 15«-Di- 
hydroxyprogesteron ist eine relativ polare Substanz, da beide Hydroxyl- 
gruppen — bildlich gesprochen — sperrig vom Molekiil abstehen. Eine 
Deutung dieser Ergebnisse ist in zweierlei Richtung méglich. 

1. Die Enzym-Substrat-Affinitat ist um so gréBer, je weniger Hydroxy]- 
gruppen im Pregnengrundgeriist vorhanden sind bzw. je lipophiler das 
Molekiil ist. 

2. Da nach unserer Meinung die Steroidhydroxylierung endocellular 
erfolgt (zumindest bei unserem Objekt), besteht auch die Méglichkeit, 
daB die polareren Steroide schlechter durch die Zellwand in die Zelle 
permeieren und dadurch eine langsamere Hydroxylierung dieser Ver- 
bindungen zustande kommt. 

Die Hydroxylierung von Allopregnan 3,20-dion, Pregnanol (11«)-dion- 
(3,20) und Pregnandiol (3«,6«)-on-(20) zeigt, daB die A4,3-Keto-Grup- 
pierung keine notwendige Voraussetzung dafiir ist, daB die Verbindungen 
von den Steroidhydroxylasen angegriffen werden. Auch A5-Steroide 
(Pregnenolon) werden von den Hydroxylasen angegriffen. Ebenso spielt 
die Verkniipfung der Ringe A und B in trans- oder cis-Stellung (allo- und 
normal-Verbindungen) keine entscheidende Rolle. Allerdings werden 
alle diese Verbindungen langsamer angegriffen als die entsprechenden 
A4,3-Keto-Steroide. Testosteron und Methyltestosteron werden auch 
hydroxyliert, folglich kann der Seitenkette am Kohlenstoffatom 17 in 
dieser Hinsicht keine besondere Bedeutung zukommen. Dagegen werden 
die Sterine, die eine langere Seitenkette haben, wie z. B. das Ergosterin 
und das Cholesterin von den Steroidhydroxylasen unseres Pilzes nicht 
angegriffen. Dieser Befund stimmt mit dem anderer Autoren tiberein 
(MINNINGER u. a. 1956). Der Grund dafiir ist zweifellos in der langen 
Lipophilen Seitenkette der Sterine zu suchen, sei es, daf diese sterisch 
die Enzymsubstratbindung oder den Eintritt der Verbindung in die 
Zelle verhindert. Interessant ist die Tatsache, daB die Acetate ver- 
schiedener Verbindungen nicht hydroxyliert werden. Setzt man diese 
Acetate als Substrate ein, so erhalt man niemals die entsprechenden 
hydroxylierten Acetate, sondern neben dem freien Alkohol. die 
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Hydroxylierungsprodukte dieser freien Verbindung. Diese Beobachtung 
ist auch von verschiedenen anderen Autoren gemacht worden (EPPSTEIN, 
MEISTER u. a. 1956). Die Pilze enthalten demnach Esterasen, die den 
Acetatrest verseifen und den freien Alkohol liefern. 


D. Diskussion der Ergebnisse 


Aus den Ergebnissen der Stammpriifung geht hervor, daB die von uns 
gepriiften Vertreter der Pilzgattung Curvularia Steroide in 68, 7x, 118 
und. 14«-Stellung hydroxylieren kénnen. Daraus ergibt sich die Frage, 
ob die einzelnen Hydroxylierungen von verschiedenen reaktions- 
spezifischen Steroidhydroxylasen, d. h. 66-, 118-, 7-, und 14«-Hydroxy- 
lasen vorgenommen werden oder von einer einzigen weniger spezifisch 
wirkenden. Der unterschiedliche EinfluB, den vor allem das pq (Ab- 
schnitt VI), aber auch Phosphatmangel (Abschnitt V), Pyridoxin (Ab- 
schnitt X) und Bernsteinsiure (Abschnitt XI) auf die einzelnen Hy- 
droxylierungen haben, weist darauf hin, daB mehrere reaktionsspezifische 
Steroidhydroxylasen vorhanden sind. Eine endgiiltige Klarung dieser 
Frage kann aber erst dann stattfinden, wenn die Isolierung der wirk- 
samen Fermente gelungen ist. Da alle gepriiften Arten und Stamme im 
wesentlichen die gleichen Hydroxylierungen durchfiihren, ist die ganze 
Gattung Curvularia sehr einheitlich mit diesen spezifischen Steroid- 
hydroxylasen ausgestattet. Eine ahnliche uniforme Ausstattung mit 
spezifischen Steroidhydroxylasen weisen — wie aus der Literatur zu 
ersehen ist — die Pilzgattung Rhizopus, Penicillium Aspergillus 
(DULANEY u. a. 1955) und andere auf. 

Die Frage, ob es sich bei diesen Steroidhydroxylasen um konstitutive 
Enzyme handelt oder ob diese erst nach Kontakt mit dem Substrat von 
dem Pilz adaptiv gebildet werden, konnte ich fiir mein Objekt eindeutig 
zugunsten der konstitutiven Enzymbildung entscheiden. Die gleiche 
Auffassung wird von PETERSON u. ZAFFERONI (bei FRrep 1955) ver- 
treten. Die von DULANEY u. a. (1955) aufgestellte Behauptung, daB die 
Steroidhydroxylasen von Aspergillus ochraceus adaptiv gebildet werden, 
ist von den Autoren nicht eindeutig bewiesen, sondern lediglich aus 
indirekten Befunden gefolgert worden. 

Ich bin der Meinung, dai die héheren Pilze in der Regel konstitutiv 
mit Steroidhydroxylasen ausgestattet sind. Das schlieBt nicht aus, daB 
in Ausnahmefallen auch adaptive Enzymbildung erfolgen kann. 

Anders scheinen dagegen die Verhaltnisse bei den Actinomyceten zu 
liegen. Hier hat Prriuman (1957) sehr eindeutig bewiesen, daB die 
Steroidhydroxylasen adaptiv gebildet werden. 

Die konstitutive Ausriistung der héheren Pilze mit Steroidhydroxy- 
lasen wirft naturgema die Frage auf, welche Bedeutung diese Enzyme 
fiir den Pilz haben bzw. welche Funktion sie im Stoffwechsel des Pilzes 
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austiben. Dabei mu8 man vor allem zwei Moglichkeiten in Betracht 
ziehen. 1. Die Steroidhydroxylasen spielen beim Steroidstoffwechsel der 
Pilze eine Rolle. 2. Es handelt sich bei diesen Hydroxylierungen um 
relativ substratunspezifische Entgiftungsvorginge, ahnlich wie sie auch 
im Saugetierorganismus in der Leber durchgefiihrt werden. 


Sterine gehéren bei den Pilzen wie bei allen anderen hdheren Or- 
ganismen zur Grundausriistung der Zelle. Es ware daher moéglich, daB 
die Steroidhydroxylasen am Stoffwechsel dieser Verbindungen be- 
teiligt sind. Diese Méglichkeit ist indessen sehr unwahrscheinlich. Setzt 
man Ergosterin, das am weitesten verbreitete Pilzsterin, Kulturen von 
Curv. lunata CII zu, so wird dieses Sterin von den Hydroxylasen nicht 
angegriffen. Der Grund dafiir kénnte aber auch darin zu suchen sein, 
da Ergosterin nicht in die Pilzzelle permeieren kann und daB innerhalb 
der Zelle synthetisiertes Ergosterin durchaus von den Steroidhydroxy- 
lasen angegriffen wird. In diesem Falle miiBte es aber méglich sein, 
hydroxylierte Sterine bzw. Sterinabbauprodukte nachzuweisen. In der 
Literatur ist tiber eine solche Beobachtung bisher noch nicht berichtet 
worden. Erst kiirzlich haben ViscHER u. WETTSTEIN (1958) die Sterine 
eines Rhizopus mnigricans-Stammes, der hohe Steroidhydroxylase- 
aktivitaét zeigte, untersucht. Sie konnten im Sterinanteil keine hydroxy- 
lierten Produkte feststellen. 

Da die meisten Pilze die Steroide nur hydroxylieren, aber nicht weiter 
abbauen, kann der Ausnutzung als Kohlenstoffquelle ebenfalls keine 
Bedeutung zukommen. 

Am wahrscheinlichsten ist die Theorie, daB es sich bei den Steroid- 
hydroxylasen um relativ substratunspezifische Enzyme handelt, die durch 
Hydroxylierung lipophile Substrate wasserléslicher machen und auf 
diese Weise entgiften. Fiir diese Hypothese lassen sich mehrere experi- 
mentelle Tatsachen ins Feld fiihren. Durch die Arbeiten von Capsc (1957) 
und LesTER u.a. (1958) ist nachgewiesen worden, daf Progesteron 
und Desoxycorticosteron in entsprechenden Konzentrationen die Sporen- 
keimung, das Wachstum und den Stoffwechsel von Neurospora crassa 
und Rhizopus nigricans hemmen. Die von den genannten Pilzen ge- 
bildeten hydroxylierten Steroide (bei Rhizopus nigricans 11a-Hydroxy- 
progesteron) haben dagegen keine oder nur geringe Hemmwirkung. 


Es besteht die Méglichkeit, da8 die stark lipophilen und auch ober- 
flichenaktiven Steroide, wie z. B. Progesteron, aktive Zellzentren 
blockieren und auf diese Weise die Hemmungen hervorrufen. Durch 
die Hydroxylierungen werden diese Verbindungen wasserléslicher und 
auf diese Weise entgiftet. Es ist anzunehmen, daf die Pilze an ihren 
natiirlichen Standorten und unter natiirlichen Bedingungen haufiger 


mit derartigen oder abnlichen lipophilen Substanzen in Beriihrung 
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kommen und daf daher dieser Hydroxylierungs-Entgiftungsmechanis- 
mus fiir den Pilz von groBem Nutzen sein kann. 

Uber den Mechanismus der mikrobiellen Steroidhydroxylierung und 
die daran beteiligten Enzyme ist so wenig bekannt, weil es noch nicht 
gelungen ist, zellfreie Enzymextrakte der Steroidhydroxylasen aus den 
Mikroorganismen herzustellen. Durch Anwendung von markiertem 
Sauerstoff (0,18 und H,018) konnten Hayano (1956), BLoom u. a. (1956) 
sowie SwEAT u.a. (1956) zeigen, daB bei der mikrobiellen Steroid- 
hydroxylierung molekularer Luftsauerstoff verwendet wird. Sauerstoff 
aus H,O}8 wird nicht in die Steroide eingebaut. Diese Ergebnisse schlieBen 
aus, da die Hydroxylierung iiber eine Dehydrierung mit nachfolgender 
Wasseranlagerung erfolgt.. Diese SchluBfolgerung wird durch andere 
Versuche bestatigt (FRIED u. Mitarb. 1955). 

Die Hemmung der mikrobiellen Steroidhydroxylierung durch NaCN 
und NaN; sowie NaF weist darauf hin, daB bei der Steroidhydroxylierung 
Schwermetallenzyme beteiligt sind. Auffallend ist dabei die Tatsache, 
daB NaCN erst in relativ hohen Konzentrationen eine Hemmung her- 
vorruft und bei 10-* m/1 sogar eine Férderung bewirkt. Auch die Steroid- 
hydroxylierungen, die in der Nebennierenrinde stattfinden, werden 
durch Inhibitoren, die Metallenzyme blockieren, wie Diathyldithio- 
carbamat und ADTA gehemmt (Sweat 1951; Swear 1956; Grant 1956). 
Dagegen sollen Cyanid und Azid diese Hydroxylierungen nur wenig 
oder nicht beeinflussen (RYAN u. ENGEL 1956; GRANT u. BROWNIE 1956; 
RYAN u. ENGEL 1957). 

Zieht man die Ergebnisse von Hayano, da8 nur molekularer Luft- 
sauerstoff bei der Hydroxylierung verwendet wird, und die Ergebnisse 
meiner Hemmversuche in Betracht, so liegt der Gedanke nahe, daB das 
Schwermetallenzym die Aktivierung bzw. die Ubertragung des Luft- 
sauerstoffs auf das Steroid bewirkt. Fiir solehe Reaktionen kommen vor 
allem Kupferenzyme und EKisenenzyme in Frage. Auf Grund meiner 
Spurenelementversuche laBt sich eindeutig aussagen, da bei den mikro- 
biellen Steroidhydroxylierungen Eisenenzyme beteiligt sind, wahr- 
scheinlich sind es die hydroxylierenden Fermente selbst. Ob die Steroid- 
hydroxylasen der Saugetiere auch Kisenfermente sind, ist meines Wissens 
bisher noch nicht bekannt. 

Weitere wichtige Anhaltspunkte fiir den Mechanismus der mikro- 
biellen Steroidhydroxylierung ergeben sich aus den Vitamin- und Saure- 
versuchen. Aus der Literatur ist bekannt, da Nicotinsaéureamid, Mg++, 
DPN, TPN, ATP und Fumarat bzw. andere Intermediirprodukte des 
Citronensiurecyclus fiir die 118-Hydroxylierung von Steroiden durch 
Nebennierenrindenhomogenate notwendig sind bzw. diese férdern 
(BRowNnI£ u. GRANT 1954, 1956,; GRANT 1956; GRANT u. BRownIE 1956; 
Hayano u. DorrMann 1953, 1954). Durch die Arbeiten von Grant 


Untersuchungen iiber die Hydroxylierung von Steroiden 267 


(1956), Swear u. Lipscomp (1955) wurde indessen geklart, da8 nur 
molekularer Sauerstoff und TPNH essentielle Kofaktoren sind. Die 
anderen oben angefiihrten Faktoren sind nur fiir die Bildung von TPN 
und seine Erhaltung im reduzierten Zustand notwendig. Das gleiche 
Kofaktorenbediirfnis wurde fiir die 21-Hydroxylierung durch Mikro- 
somenpraparate aus der Nebennierenrinde ermittelt. 

Bei der mikrobiellen Hydroxylierung liegen die Verhaltnisse etwas 
anders. Auch hier haben Mg++ und Phosphationen wie aus den Versuchen 
in Abschnitt V hervorgeht, einen HinfluB auf die Steroidhydroxylierung. 
Dagegen hatte von auBen zugefiihrtes Nicotinsiureamid bei meinem 
Objekt und unter meinen Versuchsbedingungen keine signifikante 
Wirkung auf die Hydroxylierung. 

Bei meinem Objekt wird die Steroidhydroxylierung sehr stark durch 
Riboflavin geférdert. Riboflavin ist ein Bestandteil der wasserstoff- 
iibertragenden Flavinenzyme. Da, wie ich bereits oben feststellte, diese 
Steroidhydroxylierung nicht tiber eine Dehydrierung mit nachfolgender 
Wasseranlagerung erfolgt und aus Analogie zur Mitwirkung von TPNH 
bei der Steroidhydroxylierung durch Nebennierenrindenhomogenate, 
nehme ich an, da bei der mikrobiellen Hydroxylierung reduzierte 
Flavinenzyme beteiligt sind. Diese Auffassung wird durch die Versuche 
mit den Sauren des Citronensaurecyclus unterstiitzt. Bernsteinséure und 
Apfelsiure, die im Verlauf des Cyclus unmittelbar dehydriert werden, 
fordern die Steroidhydroxylierung, wahrend der Fumarsaure, die als 
Wasserstoffacceptor wirkt, eine schwach hemmende Wirkung zukommt. 

Mg++, PO,-—, Vitamin B, und B, sind wahrscheinlich indirekt bei der 
Synthese bzw. der Reduktion der Flavinenzyme beteiligt. Trotz Unter- 
schieden in Einzelheiten stimmen daher die Steroidhydroxylierungen, 
die in der Nebennierenrinde der Saugetiere und in den Mikroorganismen 
durchgefiihrt werden, in prinzipiellen Punkten weitgehend tiberein. 
Ubereinstimmung herrscht vor allem in folgenden Hauptpunkten: 

1. Zur Hydroxylierung ist molekularer Sauerstoff notwendig. 

2. Bei der Hydroxylierung spielt ein Schwermetallenzym eine ent- 
scheidende Rolle. 

3. Ein reduziertes Agens (TPNH, reduziertes Flavinenzym) ist zum 
Ablauf der Reaktion notwendig. 

4. Mg++ Ionen, Phosphat und verschiedene Sduren des Citronenséure- 
cyclus férdern die Hydroxylierung. 

In der Literatur sind eine ganze Anzahl von Hydroxylierungen be- 
schrieben, bei denen wie bei der Steroidhydroxylierung O,, ein Schwer- 
metallenzym und ein reduzierendes Agens (meist TPNH) beteiligt sind 
(Mrroma u. UDNENFRIED 1955; Mrroma, PossNER u.a., BRODIE, 
AXELRODE u.a. 1955; Cooper u. Bropre 1957; Mrroma 1956). Der 
Mechanismus dieser Reaktionen und die Natur der daran_ beteiligten 
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Enzyme konnte bisher in keinem Fall einwandfrei aufgeklart werden. 
Auf jeden Fall scheinen Oxydationen, die nach einem Ahnlichen 
Mechanismus wie bei der Steroidhydroxylierung durchgefiihrt werden, 
sowohl im Tier- als auch im Pflanzenreich relativ weit verbreitet zu sein. 

Die Tatsache, daB bei uns ein reduziertes Flavinenzym und mole- 
kularer Sauerstoff beteiligt sind, lenkte unsere Aufmerksamkeit zunachst 
auf einen peroxydatischen Mechanismus. Ein groBer Teil der Flavin- 
enzyme kann Wasserstoff unter Bildung von Wasserstoffperoxyd direkt 
auf Sauerstoff iibertragen. Aber auch aus DPNH und TPNH kann durch 
Oxydation H,O, entwickelt werden (Dotin 1955; BropiE u. a. 1955; 
Cooper u. BropiE 1957). Das Wasserstoffperoxyd kénnte durch eine 
Peroxydase zur Hydroxylierung der Steroide verwendet werden. 

Die Annahme eines peroxydatischen Mechanismus wird durch die 
Befunde von Bioom u. SHULL (1955) unterstiitzt. Diese beiden Autoren 
erhielten, wenn sie Curvularia lunata auf A9 11 17x%-Desoxycorticosteron 
einwirken lieBen, das entsprechende 9,11 Epoxyd. Gegen diesen Me- 
chanismus lassen sich aber auch eine ganze Reihe ernsthafter Bedenken 
erheben. So ist es mir und anderen Autoren nicht gelungen, die Hy- 
droxylierung durch direkt zugefiihrtes oder enzymatisch entwickeltes 
H,O, zu stimulieren (GRANT 1956; GRANT u. BROWNIE 1956). 

Verschiedene Autoren fanden (RYAN u. ENGEL 1956), daB die durch 
Nebennierenrindenhomogenate bewirkte Steroidhydroxylierung durch 
Katalase nicht gehemmt wird. Auch die geringe Empfindlichkeit des 
Eisenenzyms gegen NaCN spricht gegen die Mitwirkung eines Hamin- 
fermentes, die normalerweise bereits durch geringe CN--Konzentrationen 
gehemmt werden. Da indessen die Versuche mit intaktem Mycel bzw. 
organisierten Enzympraparaten gemacht wurden, kann es auch sein, 
daB das H,O,, die Katalase und das Cyanid nicht an die aktiven Zentren 
gelangt sind. 

Von einer Reihe von Autoren (UDENFRIED u.a. 1954, 1955 und 
Mason u. a. 1956) ist die Bildung aktiver Hydroxylgruppen an Hand 
von Modellhydroxylasen studiert worden (Ascorbinsiéure-Fe++-Athylen- 
diamintetraacetat und O,, sowie Fenton-Reagens). Mdéglicherweise 
spielen ahnliche Systeme bei der Steroidhydroxylierung eine Rolle 
(TaLALAy 1957). 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Die gepriiften 15 verschiedenen Arten und Stiimme der Pilzgattung 
Curvularia kénnen alle Progesteron in 6f-, 7a-, 11f-, 14x-Stellung 
hydroxylieren. Demnach ist die Gattung Curvularia sehr einheitlich mit 
diesen Hydroxylasen ausgestattet. Zwischen den einzelnen Arten und 
auch innerhalb der Arten bestehen nur Unterschiede hinsichtlich der 
Aktivitat der einzelnen Hydroxylasen. 
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2. Die Hydroxylgruppen werden nacheinander in das Steroidmolekiil 
eingefiihrt. 

3. Die Zusammensetzung des Nahrbodens beeinfluBt die Steroid- 
hydroxylierung. Anzucht des Pilzes auf einem stark sauren Nahrboden 
fordert die Hydroxylierung. 

4. Hin niedriges py fordert die Steroidhydroxylierung aber nur, wenn 
es wahrend der Entwicklungsphase auf das Pilzmycel einwirkt. Die 
Hydroxylaseaktivitaten von ruhendem Mycel werden im allgemeinen 
durch niedrige py-Werte herabgesetzt, durch héhere geférdert. Die ein- 
zelnen Hydroxylasen reagieren etwas unterschiedlich. 


5. Curv. lunata gibt keine Steroidhydroxylasen an die Kulturlésung ab. 

6. Die Steroidhydroxylierung wird durch NaN, und NaCN gehemmt. 
2,4 Dinitrophenol und NaF haben praktisch keinen EinfluB auf die 
Steroidhydroxylierung. 

7. Fett-Ionen sind fiir die Steroidhydroxylierung notwendig. Cut+- 
Jonen haben keinen signifikanten EinfluB auf die Steroidhydroxylass- 
aktivitat. 

8. Die Steroidhydroxylierung wird durch Zusatz von Riboflavin stark 
gefordert. Vitamin B, und B, sind etwas weniger wirksam. Nicotin- 
siureamid und Panthenol sind wirkungslos. 

9. Die Steroidhydroxylierung wird durch Bernsteinséure und Apfel- 
saure gefordert, wahrend Fumarsaure und Citronensaéure schwach hem- 
mend wirken. 

10. Die Steroidhydroxylasen von Curv. lunata werden nicht adaptiv 
gebildet. 

11. Die Substratspezifitat der Steroidhydroxylasen wurde untersucht. 
Von den C,,-Steroiden werden nicht nur die 4 4,3-Keto-Steroide, sondern 
auch A5-Steroide und die gesattigten Steroide der normal und. allo- 
Reihe angegriffen. Auch die C,y-Steroide werden gut hydroxyliert. Die 
Steroide werden in der Regel um so besser angegriffen, je weniger sie 
bereits Sauerstoffunktionen im Molekiil besitzen. 

Auch die Stellung der bereits im Molekiil vorhandenen Hydroxyl- 
gruppen hat einen HinfluB. Steroide mit einer langeren, lipophilen 
Seitenkette, wie z. B. Sterine, werden nicht hydroxyliert. 

12. Die 21-Acetate verschiedener Steroide werden von den Hydroxy- 
lasen nicht angegriffen. Die Curvularia-Arten enthalten aber Esterasen, 
die den Acetatrest abspalten und den freien Alkohol liefern. 


Meinem verehrten Lehrer Prof. H. v. GurrenprerG, Herrn Dr. A. SCHUBERT 
und Herrn Dipl.-Chemiker R. Srmpert danke ich vielmals fiir das rege Interesse 
und die Unterstiitzung, die sie meiner Arbeit zuteil werden lieBen. Zu groBem Dank 
bin ich auch meiner Frau und Herrn Dr. K. HELLER verpflichtet. Meine Frau unter- 
stiitzte mich bei der Isolierung der Einsporkulturen. Herr Dr. K. Henier iibernahm 
freundlicherweise die Aufnahme und Interpretation der IR-Spektren. 
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The ‘‘ordinary colorless” (O.C.) plants of the aquatic fungus, Blasto- 
cladiella emersonti, grow more rapidly in blue light than in the dark and, 
simultaneously, their generation time is lengthened; the phenomenon is 
dependent upon the presence of CO, or bicarbonate (CANTINO and HoREN- 
STEIN 1956, 1957, 1959). Furthermore, this increase in growth is asso- 
ciated with a light-induced shift in the organic/inorganic phosphorus pool 
in the organism (CaNnTINO 1959), an increase in the ratio of deoxyribose- 
nucleic acid (DNA) to total nucleic acids, and an increased rate of nuclear 
reproduction (TurtAN and Cantino 1959). With non-growing plants, 
light induces both increased uptake of glucose and increased uptake of 
CO,; when the latter is labeled with C,, and the pool of 80°/, alcohol- 
soluble, labeled compounds derived therefrom is examined, the most 
pronounced, detectable effect of illumination is an increase in the amount 
of labeled succinate and a decrease in the amount of Jabeled ketoglutarate 
in the organism (CanTINO and HorENSTEIN 1956). This and other evi- 
dence, some direct and other indirect (TurRtAN and Cantino 1959; 
McCurpy and Cantino 1960), led us to conclude that light speeds up, in 
some fashion, the following sequence of events: 


1. Ketoglutarate + CO, + TPNH ----—-----~—--—-- ach 


isocitric dehydrogenase 
isocitrate + TPN. 


2. I it be t it ge i eas 1 i 
socitrate Pond 2 —> succinate + glyoxylate. 


3. Glyoxylate + alanine —--——- hae: = 


glycine-alanine transaminase 


glycine + pyruvate. 


The purpose of this report is to provide additional, in vivo evidence 
which bears upon this scheme. The bypotheses which were tested are best 
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understood by referring to Fig.1, where we have emphasized the two, 
developmental focal points in the life history of the organism which were 
examined in the present study: 


(Stage A). During the early (e.g., one to seven-nucleate-) stages in 
development of a young O.C. germling following spore germination, light 
induces a microscopically-demonstrable increase in nuclear multiplication 


f— SSS Af 


Light induces 
Increase /f7 
huclear repro- 
auction ond 
QNA synthesis; (A) ASN 
CO, essential. © IS 
Germinortion Germination 
(B) 
Qe Light prevents 
germination; induces 
KS additional nuclear 
pe reproduction ys 
Young plant aN 
End of generarion End of generation 
time in dark time in light 


Fig.1. Schematic digest of the life history of Blastocladiella emersonii emphasizing two of the light- 
sensitive stages (A and B) during the ontogeny of ‘ordinary colorless” plants that were investigated 
in this report 


and a chemically-detectable increase in DNA synthesis (TuRtAN and 
Cantino 1959). During this first phase of the organism’s generation time, 
a crucial enzyme, isocitritase, is present in the spore; however, it is 
quickly diluted out following germination because synthesis of isocitritase 
does not occur during this stage in development (McCurpy and Can- 
tino 1960) unless high concentrations of bicarbonate (CANTINO 1961) are 
provided. 

(Stage B.) Toward the end of the generation time of a dark grown plant, 
illumination has a two-fold effect. It prevents germination on its normal 
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(dark) time schedule; i.e., it interferes with cleavage of the multinucleate 
protoplast into thousands of uninucleate spores and their subsequent 
liberation. Instead, the plant is induced to carry out additional nuclear 
divisions. Thus, illumination leads to a larger plant with a greater comple- 
ment of nuclei (and therefore, theoretically, more DNA) and, ultimately, 
compartmentalization of the terminal cell of the plant into a proportion- 
ately greater number of uninucleate spores (CANTINO and HORENSTEIN 
1957). Also, during the second half of the generation time of the plant 
which precedes the final, spore-cleavage stage, synthesis of isocitritase 
begins and continues until the final, specific activity (i.e., per unit of 
protein) of this enzyme in the mature plant is about the same as that 
found in the spores (McCurpy and Cantino 1960). 

Our experiments were based on the following considerations: Relative 
to Stage A, we argued: if the proposed metabolic scheme is correct, then 
during development of germlings and young plants of Blastocladiella in 
the light, radiant energy somehow manages to (a), speed up a supply 
route for glycine synthesis which is independent of isocitritase activity 
(see McCurpy and Cantrno 1960, for discussion), or (b) push or pul] the 
CO,-dependent sequence of reactions through the increasingly rate limit- 
ing enzyme, isocitritase, which is not being synthesized at this time. If so, 
it follows that the transient, internal glycine pool involved in nucleic acid 
synthesis must be higher, and/or its rate of turnover greater, in illumi- 
nated plants than in those incubated in the dark. This, in turn, suggests 
that if such germlings are bathed in glycine and subjected to illumination, 
they should have less “‘need”’ for an external supply of glycine than their 
dark-incubated counterparts and, therefore, should absorb less glycine 
from the external environment; but on the other hand, if a CO,-free 
atmosphere is maintained simultaneously, the light-induced chain of 
reactions [in (b), above] should no longer occur by virtue of its require- 
ment for CO,. Under these conditions, therefore, any detectable, light- 
induced depression of glycine uptake should be abolished; i.e., glycine 
utilization should increase and revert to its normal dark level. 

Relative to Stage B, we argued: if our proposed scheme is correct, a 
nearly-mature, dark-grown plant which is soon destined to cease (or has 
ceased) nuclear multiplication should no longer absorb appreciable 
quantities of glycine from its external environment if it is kept in the 
dark. On the other hand, if such a plant is illuminated, whereupon its 
machinery for nuclear synthesis is accelerated (or initiated) once again, 
it should simultaneously commence to absorb some glycine from its 
environment — at least, more than it had absorbed in the dark. 

Relative to the overall, developmental picture, we argued: since iso- 
citritase appears to be a “‘bottleneck enzyme” (in this area of metabolism; 
ef. Cantrno 1961; McCurpy and Cantino 1960; Lovrerr and Cantino 
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1961) involved in glycine synthesis, and since manufacture of this enzyme 
does not begin until ca. half the generation time of the organism has been 
completed, it follows that if preformed non-growing plants of various 
ages are incubated in glycine in the dark, (a), the rate of glycine uptake 
should gradually increase during the early stages of development when 
the total isocitritase per plant is being depleted quickly by dilution; 
however, (b), the rate of uptake should fall off once again during the 
second half of the generation time when synthesis of isocitritase does 
occur and, therefore, the internal pool of glycine can be manufactured, at 
least in part, by the plant itself. 

And finally, while granting that there is strong evidence from compa- 
rative biochemistry against the inclusion of free thymine in the path to 
de novo synthesis of DNA-thymine (RErcHaRD 1959), we argued: 
knowing that thymine does increase nuclear synthesis in Blastocladiella 
(TurRrAN and Cantino 1959), and assuming that either the pyrimidine ring 
(see reviews by Davipson 1957; REIcHARD 1959; BUCHANAN and HARTMAN 
1959) or/and the methyl group of thymine can originate from glycine 
(ELWyYN and Sprinson 1954; see also ALLFREY etal. 1955, and REICHARD 
1959), uptake of glycine-2-C™ by nearly-mature, light-incubated plants 
should lead to a detectable pool of labeled DNA, while incubation of 
similar plants in the dark should induce less uptake of glycine-2-C™ and, 
accordingly, less accumulation of radioactivity in DNA. 


Materials and Methods 


For studies of glycine uptake during growth, we used the synthetic medium D 
(glucose, glutamate, methionine, thiamine, salts) of BARNER and CanTINO (1952), 
but with glucose at a reduced level (2.2 - 10° m). Glycine (10~? m) was included, and 
the solution was sterilized by filtration. The medium was inoculated with washed, 
motile spores (10 spores/50 ml. of synthetic medium), the swarmers being prepared 
according to McCurpy and Cantino (1960). Cultures were incubated in light (ca. 
400 f.c.) and dark at 21 C., and analyzed periodically for disappearance of glycine. 
Glycine was determined according to CHRISTENSEN et al. (1951; see also, ALEXANDER 
et al. 1945) with slight modification; using exactly three minute distillation periods, 
linear relationships between glycine concentration and optical density at 575 mu 
were obtained from zero to 2.4 wg of glycine-nitrogen. Calculations of per-plant data 
for these and other experiments was made according to the methods of McCurpy 
and Cantino (1960) and Lovert and CantTINo (1960). 


For incubation experiments with pre-formed, non-growing plants, we first grew 
synchronous, single-generation cultures of O.C. plants (4 - 10’ to 3 - 10° plants/liter 
in the various experiments) according to McCurpy and Cantino (1960) at 25 C. 
Plants were harvested, washed, their dry weights and protein content established, 
and then used for incubations in a glycine (10-?M)-phosphate buffer (10~* M, 
px 6.8) medium at 21 C., with and without light (400 f.c.). The ratio of plant material 
to volume of glycine-phosphate buffer (as mg. protein/ml.) varied from 0.2 to 1.2; 
over this range, rates of glycine uptake were approximately linearly related to the 
amount of plant material used. Glycine uptake by such non proliferating plants was 
calculated on a per-plant basis, and an in vivo specific activity basis which was 
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defined as follows: M glycine disappearing from the glycine-phosphate medium per 
gm. Blastocladiella protein per 3.5 hr. at 21.0. In all experiments, protein was 
determined with the Biuret reaction (cf. SrrcKLAND 1951; FrycHam 1954), and dry 
weights were obtained by heating at 95 C. 


Experiments with glycine-2-C! (Radiochem. Center, Amersham, Buckingham- 
shire, England) were carried out in essentially the same manner as the incubations 
of non-growing plants in the phosphate buffer-glycine system described above. The 
final, specific activity of glycine-2-C™ in the incubation medium was one me/mM. 
Following the incubation, plants were washed, extracted with cold 5°/) trichloro- 
acetic acid three times and then defatted with chloroform-methanol mixtures and 
ether. The nucleic acids in the residue were separated by hydrolysis of ribosenucleic 
acid (RNA) with 0.5 N KOH at 37C., removal of K+ with perchlorate, and pre- 
cipitation of the DNA with 50°/, ethanol. For radioactivity determinations, the DNA 

was resuspended in water and aliquots were counted 

directly on planchettes. The precipitated DNA 

fraction was hydrolyzed with 90°/, formic acid 

(Wyatt 1951b) at 175 C. (adapted from MarKHamM 


1955), chromatographed two-dimensionally on 
unwashed Whatman no.1 filter paper with iso- 
propanol-6N HCl (65:35; Wyarr 1951a), and the 

rs papers were then radioautographed (Kodak X-ray 
25 | no-screen film). The thymine and cytosine were 
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S 


eluted with 0.1 N HCl, their absorption characteris- 
tics (220—320 mu) determined (along with appro- 
priate blanks) and compared with those of authentic 
samples (both before and after chromatography in 
the same solvent system). The absorption curve for 
the cytosine recovered from Blastocladiella DNA was 
identical in all respects with that of authentic cyto- 
sine samples; that for Blastocladiella thymine, a 
reasonable facsimile of the curve for authentic 
thymine samples. 


y 


The source of light in all experiments was a 
bank of Phytor (white light type) fluorescent tubes; 
see STROUN et al (1959) for spectral characteristics. 


4—t—_i_1 Results 
Age {hours] a) Glycine uptake during germination 
wig'd! Givehra Ueloka bev okdinaey and growth of O.C. plants of Blastocladi- 


colorless” germlings of Blastocla- ella onsynthetic media inlightanddark 
diella emersonii growing at 21 C. 


in light and dark on synthetic On the synthetic medium, growth is slower 
pairs eh than on the more complex medium PY G (Difco 
“Cantino PYG Broth’, containing peptone, 
yeast extract, glucose); at 21C., a five hour synchronized culture consists 
of germlings which have undergone only one nuclear division. During 
this early period in ontogeny, glycine disappears from the medium about 
twice as fast in the dark as in the light (Fig.2), the average uptake per 
hour being about 4-10-®~Mol glycine per plant in the dark, and 
1 - 10~§ wMol per plant under 400 f.c. of light. 
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b) Glycine uptake by pre-formed non-growing O.C. plants at 
different stages in ontogeny 
1. Young plants (see “‘A”’, Fig. 1) 

When pre-formed, washed plants (from synchronous, single generation 
cultures of Blastocladiella at 40°/, of their generation time) are bathed in 
a glycine-phosphate buffer system for 31/, hours in light and dark, the 
glycine uptake per plant and the in vivo specific activity of these plants 


Table 1. The effect of light (400 f.c.) and atmospheric CO, upon the wptake of glycine by 
non-growing O.C. plants at 40°), of their generation time 


Dark, Light, 


Glycine uptake Light, under 


(3.5 hr., 21 C.) under air under air CoO, free air 
Activity per plant (uM glycine) LO Naor L Ope’ 13% 1075 92e105* 
In vivo specific activity (uM glycine/ 
gm. Blastocladiella protein) | 1110 92 948 


are, respectively, ca. 8 and 10 times greater in the dark than under con- 
ditions of illumination (Table 1). However, when CO, is eliminated (with 
KOH trap) from the illuminated suspension, both the uptake levels per 
plant and the in vivo specific activities increase once again to the levels 
of the dark-incubated controls (Table 1). 


2. Mature plants (see “B’, Fig. 1) 


When nearly-mature (ca. 85°/, of their generation time), preformed, 
non-growing plants are studied as in the preceding experiment, the in 
vivo specific activity of these much older plants for glycine uptake in the 
dark is only about 5°/, (Table 2) of the activity of the younger plants 
(Table 1). The fact that the activity per plant (as compared to the in vivo 


Table 2. The effect of light upon the uptake of glycine by non growing O.C. plants of 
Blastocladiella at 85°], of their generation time 


aceon Ppa] ta 
Activity per plant (uM glycine) 5+ 1078 67 - 10-8 
In vivo specific activity (uM glycine/gm. Blasto- 
cladiella protein) 50 870 


specific activity) is as high as it is — i.e., about one half of that for young 
thalli — is understandable, for the nearly-mature plant is much greater 
in total volume and surface area than the immature plant with which it is 
being compared. When such plants are incubated in the light, the in vivo 
specific activity for glycine uptake rises sharply about 17 fold, and the . 
activity per plant about 13 fold (Table 2). 
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c) The relation between glycine uptake and synthesis of tsocttre- 
tase by pre-formed non-growing plants at different stages in 
ontogeny 


The capacity of non-growing plants to absorb glycine in the dark rises 
sharply during the period in ontogeny when the isocitritase content per 
plant is being diluted out (McCurpy and CaNnTINO 1960) as a consequence 
of the rapid growth of the protoplast without net synthesis of the enzyme 
(Fig. 3). On the other hand, this capacity for glycine uptake drops sharply 
once again (Fig.3) as the plants reach the stage in development where 


~ 


No isocitrifase 
SyAthes!S; 
enzyme being 
aluted out 


Active 
/socitritase synthesis 


v.§ hours 


Ln-vivo specific activity 
[ee glycine/gm pour 


100 


50 
% of generation time in dark 


Fig.3. Glycine uptake in the dark at 21 C. by pre-formed non-growing “‘ordinary colorless’ plants of 
Blastocladiella emersonii at different stages in ontogeny 


rapid synthesis of isocitritase (one of several ‘‘adaptive’’ enzymes in 
Blastocladiella; ef. Cantino 1961; Loverr and Cantino 1961) is known 
to occur (McCurpy and Cantrno 1960). 


d) Experiments with glycine-2-04 

Preformed, 8!/, hour plants (70°/, of their generation time; i.e., 
approaching maturity), derived from synchronous cultures, were incu- 
bated in light and dark in a 10 mJ. mixture of phosphate and radioactive 
glycine-2-C™ for two hours at 21C. (see Materials and Methods). Analyses 
for total radioactivity appearing in the DNA fraction revealed that such 
plants contain labeled DNA, and that more accumulates in the light than 
in the dark (Table 8). 

The total complement of cytosine and thymine in the formic acid 
hydrolysates of the DNA was isolated by elution with HCl (py 1) follow- 
ing chromatography, and determined quantitatively at 275 mu and 265 
my, respectively. The good correspondence between (a), the ratio of the 
total, radioactive DNA fraction recovered from light and dark incubated 
plants, and (b), the ratio of the total pyrimidine pool recovered from 
light and dark incubated plants under these same conditions (see com- 
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parative data in Table 4) shows that the light-induced increase in radio- 
active DNA probably reflects, in the main, an increase in net synthesis 
of DNA. 

Finally, in connection with these experiments, our chromatograms 
revealed an unexpected result: while the thymine and cytosine areas of 


the chromatogram of 
Table 3 


the DNA hydrolysate 
were labeled, the adenine 
and guanine possessed 


The effect of light upon incorporation of C™ (from 
glycine-2-C!4) into DNA by 8 /,hr. O.C. plants 
of Blastocladiella during a 2 hr. incubation at 21°C 


little if any detectable 
radioactivity. Thus, 
these results on the 
labeling of both pyrimi- 


Radioactivity (counts minute 
under prevailing conditions) 
incorporated into DNA per mg. 


Age of Plants Blastocladiella protein 


dines in Blastocladiella Light | Dark |? ag od 
are not inconsistent with ; : 
observations (Conmn, ®/2 br. (ca. 70%) of 
dark generation 
KorNBERG, BLAKELY time) 35.81 | 926.11 73 


etc.; see Davipson 1957) 
that the thymine ring 
may arise from cytidine. 
But, in view of the literature on nucleic acid synthesis, particularly the role 
of glycine in the formation of glycinamide ribotide, we had also expected 
to find the purines labeled (cf. work of BucHANAN, SHEMIN, ABRAMS, 
GREENBERG, KORNBERG, and co-workers; reviewed in Davipson 1957; 
BucHanan and Harrman 1959). Further work will be done to clarify this 


1 Actual counting rate on samples measured : 
several hundred counts/min. 


Table 4. Comparison of (1), the total pool of DNA-thymine and DN A-cytosine 
recovered from light- and dark-incubated 81/, hr. plants, and (2), the total amount of 
radioactive DN A produced under these same conditions 


Thymine Cytosine? 
Dark | Light Dark Light 
ee a le ee ee ee ee eee ee eee 


(A) Total wM per mg. Blastocladiella protein (x 10%) 4.7 | 5.9 4.3 | 6.8 
63 


(B) Dark/Light, from line (A), above (°/o) 80 
(C) Average for thymine + cytosine from line (B) 

above (°/5) 72 
(D) Labeled DNA (dark)/labeled DNA (light) ; from 

table 3 (°/,) 73 


1 The mobility (rf) of glycine in the isopropanol-HCl system used for chromato- 
graphy of nucleic acid bases is almost identical with that of cytosine. In some of our 
experiments, small amounts of glycine escaped the various fractionation and purifica- 
tion procedures and became attached to the precipitated DNA in such a way that 
it could not subsequently be removed by simple washing procedures. ‘Thus, accurate 
determinations of the specific radioactivity of cytosine and thymine were postponed 
pending continuation of our studies. 
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situation. In any event, we do not know if the absence of radioactivity 
in the purines has some bearing upon the mechanism of light stimulated 
growth and nucleic acid synthesis in Blastocladiella. But, aside from this, 
and the fact that at this point a further discussion of these preliminary, 
in vivo experiments with radioactive glycine would be unwarrented and 
decidedly premature, the labelling pattern for DNA synthesis from 
glycine-2-C!4 by Blastocladiella may turn out to be somewhat different 
from that established thus far by other workers for various organisms 
and tissues. 

That these results with Blastocladiella may be of some general signi- 
ficance stems from observations we have made with the closely related, 
but morphologically distinct, filamentous water mould, Allomyces. A male 
mutant of A. macrogynus, incubated in glycine-2-C4 under conditions 
essentially identical with those used for B. emersonii, accumulates labeled 
DNA in which the radioactivity also appears to be located almost 
exclusively in the pyrimidines. Perhaps the Blastocladiales, which appear 
to be among the most primitive of the true fungi, display a distinctive 
type of nucleic acid metabolism. 


Discussion 
The data in this report provide additional in vivo evidence consistent 
with our present interpretation of light-stimulated growth by the “‘ordi- 
nary colorless’, carotenoid-free plants of the aquatic Phycomycete, 
Blastocladiella emersonii. In particular, they reveal that: 


a) The magnitude of glycine uptake during development in the dark 
is inversely related to the activity of the “bottleneck” enzyme, isocitri- 
tase, which (in conjunction with a glycine-alanine transaminase) provides 
Blastocladiella with an internal pool of glycine available for synthesis of 
nucleic acid. 


b) The magnitude of glycine uptake is depressed by light under con- 
ditions (i.e., young plants) where illumination increases the rate of the 
reaction chain which starts with CO, fixation via ketoglutarate and pre- 
sumably leads to increased production of the internal glycine pool; thus, 
light apparently reduces the organism’s requirement for an exogenous 
supply of glycine. In the absence of CO,, the light effect on glycine uptake 
is totally eliminated. 

c) Glycine uptake is accelerated by light under those conditions (i.e., 
nearly mature plants) where nuclear division and DNA synthesis have 
almost come to a halt in the dark but are induced to continue once again 
if plants are illuminated. 


d) Uptake of glycine-2-C™ by nearly mature plants leads to the for- 
mation of labeled DNA, more being produced in the light than in the 
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dark; this appears to be due, in the main, to a light-induced increase in 
net synthesis of DNA rather than an increase in the specific radioactivity 
of DNA. 


e) While the C14-labeled DNA isolated from light- and dark-incubated 
plants contains radioactive pyrimidines, little if any activity is found in 
adenine and guanine; the bearing of this particular observation on “lumi- 
synthesis” (light-stimulated growth) and light-stimulated nucleic acid 
metabolism in Blastocladiella is, at present, a moot point, and is being 
studied further. 


In view of these results, and our earlier experiments which have shown 
that either thymine (or thymidine, but not uracil), or an equimolar mix- 
ture of succinate and glyoxylate, will substitute in vivo for the stimulatory 
effect of light, it seems most likely that the locus of the light effect must 
lie somewhere near the beginning of the chain of reactions leading from 
carboxylation of ketoglutarate to isocitrate (isocitric dehydrogenase), 
cleavage of isocitrate to succinate and glyoxylate (isocitritase), transami- 
nation of the latter to glycine (glycine-alanine transaminase), and the 
metabolism of some of the glycine in such a way that additional deoxy- 
thymidine and/or deoxycytidine are produced and lead to increased 
quantities of DNA. The way in which radiant energy speeds up the 
initial carboxylation remains to be established. 


Résumé 

Les plantules de Blastocladiella emersonii prélevées de cultures syn- 
chrones puis incubées en présence de glycine a la lumiére absorbent, par 
comparaison avec celles maintenues 4 l’obscurité: a) moins de glycine lors 
de leur premiére phase de développement (a faible activité isocitritasique) ; 
b) plus de glycine lors de leur deuxiéme phase de croissance et multi- 
plication nucléaire prolongées (a forte activité isocitritasique). Ces effets 
s’annulent en absence de CQ). 

Incubées en présence de glycine-2-C"4, les plantules dans leur 2°™¢ phase 
de développement (b) ont accumulé davantage de radioactivité dans leur 
acide désoxyribonucléique (ADN) & la lumiére qu’a l’obscurité. 

Les radio-chromatogrames d’ADN hydrolysé ont révélé que le C1* était 
essentiellement incorporé dans les bases pyrimidiques, cytosine et 
thymine. 

This work was carried on at the Institut de Botanique générale, Université de 
Genéve, with financial support from the Commission atomique suisse, and the Fonds 
national suisse de la Recherche scientifique. One of us (E.C.C.) received additional 
support from the National Science Foundation, U.S.A.; he also wishes to thank the 


Director of the Institute, Professor F.CHopat, for his hospitality. The writers 
are also grateful to Miss H. Waxtrrensacn for her conscientious technical 
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The literature dealing with the use of streptomycin and other anti- 
biotics against various plant diseases have been ably chronicled by 
ANDERSON and GorriieB (1952), and more recently by Lespan and 
Karrr (1954). The effect of streptomycin on the growth of fungi, bacteria 
and higher plant tissues is quite variable. Thus, while Rozssizr et al. 
(1946), Lrrrman et al. (1948) and others reported that streptomycin has 
negligible inhibitory effect on the growth of various fungal species, 
McKeen (1949), Gray (1955) and other investigators observed strong 
inhibition of growth and activities of various fungi and higher plant 
tissues by streptomycin. Donovick and Rakes (1947) reported that the 
activity of dihydrostreptomycin against the usual test organisms and its 
toxicity were similar to those of streptomycin. Similar conclusions were 
reached by Gray (1955). 


I. Material and Methods 


Tn this investigation 24 mycelial mats of Rhizoctonia solani were prepared in the 
way described in a previous paper (ToLBA and Sauama 1960). Four samples were 
oven-dried and used for the determination of the initial dry weight and carbohydrate 
contents of the mats. The remaining twenty samples were distributed in the follow- 
ing way: 

4 samples: suspended over sterile distilled water. 

4 samples: suspended over 100 ml medium A 

4 samples: suspended over 100ml medium A containing 100 p.p.m. dihydro- 
streptomycin sulphate. 

4 samples: suspended over 100 ml medium A containing 1000 p.p.m. dihydro- 
streptomycin sulphate. 

4 samples: suspended over 100 ml medium A containing 2000 p.p.m. dihydro- 
streptomycin sulphate. 

Immediately after addition of the fresh culture media 50 ml. were pipetted from 
each flask, their pa-values determined and then analysed for their actual sugar 
contents after coming in contact with the wet mats. The initial py-value of the 
various media was 5.2. Such p-value remained fairly constant all over the whole 


experimental period. 
19* 
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The culture flasks were incubated at 28°C for a period of 48 hours during which 
analyses of the various culture media and determination of carbon dioxide-out- 
put as well as mycelial dry weight were carried out at 24 hour intervals. At the 
expiry of the experimental period the mycelial mats were analysed for their contents 
of the various carbohydrate fractions. 


II. Experimental Results 
1, Analysis of the media 


From the results of the analysis of the various media for their sugar 
contents the amounts of sugar taken up from, and reducing sugars 
released in the culture media are calculated and presented in Table 1. 
Table 1 shows that: 

1. The presence of dihydrostreptomycin in the culture medium inten- 
sified the utilisation of sucrose (sugar uptake + reducing sugars released 
in the medium) by the mycelial mats throughout the 48 hours of the 
experiment. This effect increased with the increase in concentration of the 
antibiotic in the medium. 

2. The amounts of reducing sugars released in the culture media 
increased with the increase in concentration of dihydrostreptomycin 
particularly during the second 24 hours of the experiment. Sugar uptake 
was not affected to any appreciable extent by the inclusion in the culture 
medium of 100 p.p.m. dihydrostreptomycin but was decreased and in- 
creased during the Jst and 2nd 24 hours of the experiment respectively 
by addition of streptomycin in concentrations higher than 100 p.p.m. 

3. The mycelial mats suspended over medium A absorbed more glucose 
than fructose throughout the 48 hours of the experiment. Addition of 
streptomycin to the medium resulted in higher uptake from fructose than 
from glucose during the J/st 24 hours. The normal trend was again 
resumed during the 2nd 24 hours of the experiment but the total uptake 
from fructose in 48 hours was somewhat higher than from glucose. 


2. Analysis of the mycelial mats 


The average values of the results of the analysis of the variously treated 
mycelial mats are presented in Table 2 which shows that: 


1. Mycelial mats suspended over media containing the various concen- 
trations of dihydrostreptomycin revealed higher values of total carbo- 
hydrate contents over the control samples. However, on calculating the 
amounts of carbohydrates synthesised by the variously treated mycelial 
mats as per cent sugar uptake from the corresponding media in 48 hours 
the values obtained were 22.7°/9, 32.5°/o, 25.7°/, and 23.2°/, in media 
containing 0, 100, 1000 and 2000 p.p.m. dihydrostreptomycin sulphate 
respectively. It can thus be seen that the presence of the antibiotic in low 
concentration (100 p.p.m.) accentuated the process of carbohydrate 
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synthesis by the mycelial mats. Such activating effect gradually dimi- 
nished with the increase in concentration of streptomycin, but no inhi- 
bitory effects on this process were observed when the antibiotic was intro- 
duced into the medium at a concentration as high as 2000 p. p.m. 

2. The increase in total carbohydrate content of the mycelial mats in 
presence of streptomycin over the controls was shared by both poly- 
saccharides and soluble sugars. 

3. The changes in soluble sugars are almost wholly due to changes in 
the “other disaccharides” fraction, sucrose being almost completely 
absent and hexoses showing only minute variations. 


3. Carbon dioxide-output by the mycelial mats 


The average values of the amounts of CO, given off by the variously 
treated mycelial mats are plotted graphically in Fig.1 which shows that 
mycelial mats fed with media containing various concentrations of dihydro- 
streptomycin respired at a high rate than the 
control samples throughout the 48 hours of the 
experiment. The high rate of respiration of 
the former mats during the 48 hours of the 
experiment was not always accompanied by 
a high sugar uptake. On the contrary, these 
mats absorbed less amounts of sugar from 
their media than the control mats during 
the first 24 hours of the experiment. It may 
be mentioned, however, that all mats sus- 
pended over media containing the antibiotic 
absorbed more fructose than the controls 
during this experimental period. None of the 
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Fig.1. Carbon dioxide-output by 
mycelial mats of Rhiz. solani 
starved on sterile distilled water 
or fed with nutrient media con- 
taining various concentrations 
of dihydrostreptomycin sulphate. 
o—-—-O Sterile distilled water; 
fe) © Medium A; ¢ @ Me- 
dium A +100 p.p.m. streptomycin; 
a 4 Medium A +1000 p.p.m. 
streptomycin; ® = Medium 
A-+2000 p.p.m. streptomycin 


absorbed fructose was recovered in the mats 
at the end of 48 hours. A close correlation 
between fructose content of the mats and 
respiration rate has been observed by Satp 
and K. Nacurp (1953) in case of mycelial 
mats of Fusarium moniliforme. 


4. Mycelial dry weight 


The average values of the dry weights 
of the variously treated mycelial mats are 


contained in Table 3. Statistical analysis of the results in Table 3 
showed that mycelial mats suspended over media containing the various 
concentrations of dihydrostreptomycin sulphate revealed a statistically 
significant increase in their dry weights over the control samples by the 
end of the 48 hours of the experiment. At the end of the /s¢ 24 hours, the 
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dry weight of the mycelial mats decreased with the increase in concen- 
tration of streptomycin in the medium but was still significantly higher in 
media containing 100 and 1000 p. p.m. of the antibiotic than in the control 
medium. 


Table 3. Dry Weights of Mycelial Mats of Rhiz. solani Suspended over Culture Media 
Containing Different Concentrations of Dihydrostreptomycin Sulphate 
(Expressed in mgms) 


Dry weight at the end of 


Feeding Medium Initial 
dry weight 24 hours | 48 hours 

ee a ee eee ee ee eee 
Sterile distilled water 360 + 11.3 | 251+ 15.6 
Medium A 512+ 9.2 | 6145+ 7.1 
Medium A + 100 p.p.m. Dihydro- 385 ++ 32.5 

streptomycin 641 + 14.1 | 679 + 12.7 
Medium A + 1000 p.p.m. Dihydro- 

streptomycin 545 + 21.2 | 648+ 31.1 
Medium A + 2000 p.p.m. Dihydro- 

streptomycin 435+ 7.1 | 750+ 42.4 


III. Discussion 


The main conclusion reached from the results reported in this paper is 
that dihydrostreptomycin failed, even at a concentration of 2000 p.p.m. 
to induce any appreciable inhibitory action on the growth of mycelial 
mats of the test fungus. On the contrary, the two concentrations 100 and 
1000 p. p.m. enhanced growth during the 48 hours of the experiment. The 
highest concentration used (2000 p.p.m.), although slightly inhibited 
growth during the / st 24 hours, enhanced growth to a considerable extent 
during the 2nd 24 hours of the experiment with the net result that the 
final dry weight at the end of the experimental period was higher in cases 
of the latter concentration than in media containing lower concentrations 
of the antibiotic as well as in the control medium. It may be mentioned 
in this respect that several investigators (ROBINSON et al. 1944; RoESSLER 
et al. 1946; Szaspury and Artis 1946; Meyer and Orpat 1946; Lrrr- 
MAN 1947; LirrmaN et al. 1948) reported that streptomycin has a negli- 
gible inhibitory effect on the growth of various fungal species. LOEFER et 
al. (1952) studied the effect of different concentrations of streptomycin in 
two types of media on the growth of 17 strains of fungi and reported either 
inhibition or enhancement with 8 of them. Using a commercial prepa- 
ration of streptomycin, CAMPBELL and Sasiaw (1949) found that 0.01 to 
5 mgm/ce enhanced the growth of several fungal species. 

The failure of dihydrostreptomycin sulphate to induce inhibitory 
effects on the growth of mycelial mats of the test fungus may be due to the 
ability of the fungal cells to degrade the antibiotic and use it as sources 
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of carbon and nitrogen. Cases of utilisation of various fungistatic and 
fungicidal substances (e.g. actidione, salycilic acid, arsenites, arsenates, 
desthiobiotin and creosote) by fungi including species of Aspergillus, 
Rhizoctonia, Sclerotium, Hormodendrum, and Saccharomyces were reported 
by Rrére (1940), CHRISTENSEN et al. (1942), CHALLENGER (1945), JENSEN 
(1946), SraKmAN et al. (1946), Witson (1947), WALKER and SmirH (1952), 
Woot.ey (1952), MarspEn (1954) and several other investigators. 


Summary 


Dihydrostreptomycin failed to induce any appreciable inhibitory action 
on the growth of mycelial mats of Rhizoctonia solani. On the contrary, the 
two concentrations 100 and 1000 p.p.m. enhanced growth during the 
experimental period. The failure of dihydrostreptomycin sulphate to 
induce inhibitory effects on the growth of mycelial mats of the test fungus 
may be due to the ability of the fungal cells to degrade the antibiotic and 
use it as sources of carbon and nitrogen. 
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On the Mechanism of Sucrose Utilisation by Mycelial Felts 
of Rhizoctonia solani 


II. Effects of Glucose, Fructose, Silver Nitrate, Sodium Fluoride 
and Preheating of Mycelial Mats on Sucrose Utilisation 


By 
M. K. TOLBA and A.M. SALAMA 


With 2 Figures in the Text 
(Hingegangen am 23. September 1960) 


In a previous paper, the authors (1960) reported results, which suggest 
that sucrose is most probably utilised through a process of hydrolysis 
by a 6-heterofructosidase. The experiments reported in the present work 
were planned to verify or disprove the above hypothesis. 


I. Material and Methods 


The fungus used in the present investigation was Rhizoctonia solani Kiihn 


isolated from damped off cotton seedlings. 
The technique used for the preparation of the standard mycelial mats was a 


modification of that referred to by the authors in a previous paper (ToLBa and 


SaLaMA 1957). 
The methods used for the determination of the various carbohydrate fractions in 


the media and mycelial mats were those given by Saip (1941, 1945) and Saip and 


M. Nacurs (1953). 
Tn all the experiments here reported a basal medium of the following composition 


was used unless otherwise stated: KNO, 109m; KH,PO, 5gm; MgSO,-7H,O 
2.5 gm; Fe SO,- 7H,0 0.1 gm; distilled water to 1000 ml. 


II. Experimental Results 
A. Effect of glucose and fructose on the utilisation of sucrose by 
mycelial mats of Rhiz. solani 
In this experiment 24 mycelial mats were prepared in the usual way 
and distributed as follows: 
4 samples: suspended over 100 ml basal medium to which 2 gms sucrose were 


added. 
4 samples: suspended over 100 ml basal medium to which 2 gms sucrose ~- 


2 gms glucose were added. 
4 samples: suspended over 100 ml basal medium to which 2 gms sucrose -- 


2 gms fructose were added. 
4 samples: suspended over 100 ml basal medium to which 2 gms sucrose +- 


5 gms glucose were added. 
Arch. Mikrobiol., Bd. 38 
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4 samples: suspended over 100 ml basal medium to which 2 gms sucrose +- 
5 gms fructose were added. 

4 samples: suspended over 100ml basal medium to which 2 gms sucrose +- 
2.5 gms glucose + 2.5 gms fructose were added. 

The py-values of the various culture media after autoclaving were 5.2. The px- 
values shifted towards near neutrality by the end of 1st 24 hours and then remained 
almost constant for the rest of the experimental period. 

Culture media were analysed immediately after coming in contact with the wet 
mycelial mats for their actual initial sugar contents. 

Culture flasks were incubated at 28°C for 48 hours during which analysis of the 
various media was carried out at 24 hour intervals. 

From the results of the analysis of the various media the amounts 
of sugar taken up by the mycelial mats from the various media are 

calculated and set out 

Table 1. Sugar Uptake by Mycelial Mats of Rhiz. in Table 1 which shows 
solani from Culture Media Containing Sucrose or that increasing the con- 
Miztures of Sucrose and Glucose, Sucrose and Fructose 
or Sucrose, Glucose and Fructose ; 
(Expressed as mgms sugar per mat) the medium was accom- 
panied by an increase in 


sugar uptake irrespective 


centration of sugar in 


Sugar or sugars Sugar uptake in 
in feeding medium 


1st24hours |2nd 24hours| 48 hours of the nature of the 
2°/, sucrose 312 48 360 sugar used. This result 
Bihan: srattrinicietscee, refutes the possibility of 
oar ataceee 408 96 504 any toxic action of the 
z high concentrations of 
of Hee oer 408 72 480 sugars used on the vital 
: activities of the my- 
2°/) sucrose ++ 800 0.0 600 celial mats. It may be 
5°/y glucose | ; mentioned, however, 
2°/, sucrose -+ that the increase in 
sof fructose a eS bi sugar uptake is not 
2°/, sucrose -+ _ proportional to the in- 
2.59/, glucose ++ 420 180 600 crease in sugar concen- 
2.5°/, fructose tration of the culture 
medium. 


The amounts of sucrose utilised (amounts which disappeared from the 
various culture media being taken up by the mycelial mats or recovered 
in the media as hydrolysis products) are calculated and presented in 
Table 2. This Table shows that the presence of glucose or fructose in the 
culture medium at a concentration of 2°/) as well as their presence in 
mixture at a concentration of 2.5°/, each failed to induce any retarding 
effect on the utilisation of sucrose. Increasing the concentration of either 
sugar to 5°/, was accompanied by a marked reduction in the amounts of 
sucrose utilised. No appreciable difference can be observed in the effect of 
either sugar when present at a concentration of 5°/, on sucrose utilisation 
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since in both cases about 40—50°/, of the initially present sucrose was 
utilised by the mats during the 1st 24 hours with no further utilisation of 
sucrose in the 2nd 24 hours of the experiment. For the sake of comparison 
it may be stated that about 90—97 °/, of the initially present sucrose was 
utilised in 48 hours by mycelial mats furnished with sucrose alone or a 
mixture of 2°/, sucrose and 2°/, glucose or fructose. 


If a specific sucrose phosphorylase enzyme was responsible for sucrose 
utilisation by the mycelial mats of the test fungus, one would have 
expected much greater reduction in the utilisation of sucrose in presence 
of glucose than fructose, the former being a strong competitive inhibitor 
of sucrose phosphorylase 
(DouporoFF 1945). Such Table 2. Amounts of Sucrose Utilised by Mycelial 
effect was not revealed Mats of Rhiz. solani as Affected by the Inclusion in the 
by the results of the Culture Medium of Various Concentrations of Glucose 


present experiment. or Fructose either Singly or in Miature 
(Expressed as mgms sugar per mat) 

The marked reduction 
in sucrose utilisation in 
presence of high con- 
centrations (5°/,) of glu- 2°/, sucrose 862 23 885 


cose or fructose may be 


Sugar or sugars Sucrose utilised in 


in feeding medium 1st24hours |2nd 24 hours} 48 hours 


2°/, sucrose + 


explained by assuming 2°/,, glucose 696 216 912 

that, under such condi- a6 

tions, the mycelial mats da BUTS 936 24 960 
: 2°/, fructose 

preferentially absorbed 

the monosaccharides. 2°/g sucrose + 360 0 360 


5°/, glucose 


The slightly greater 7 
retardation of sucrose 2°/, sucrose + oe , eh 
utilisation in presence — 5°/o fructose 
of 5°/, glucose than in 29/, sucrose + 
presence of anequivalent 2.5°/, glucose + 650 310 960 
concentration of fructose  ?-5°/o fructose 
is, most probably, due 

to varied degrees of the preferential absorption of the two hexoses from 
their mixtures with the disaccharide sucrose. It may be recalled here 
that the results presented in a previous paper (ToLBa and SaLama 1960) 
revealed that mycelial mats of the test fungus invariably absorbed more 
glucose than fructose when equivalent concentrations of these sugars 


were present singly in their culture media. 

From the foregoing discussion of the results it may be postulated that 
sucrose utilisation by mycelial mats of Rhiz. solani is mediated by a 
fructofuranosidase enzyme which effects the hydrolysis of sucrose in the 
culture medium into glucose and fructose. 
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It may be possible however that the suggested fructofuranosidase 
enzyme is a surface enzyme which hydrolyses sucrose in excess to the 
required amounts for uptake, but the presence of high concentrations of 
glucose or fructose, either of which being the product of sucrose hydro- 
lysis, would naturally retard the forward hydrolytic reaction. 


B. Effect of preheating mycelial mats of Rhiz. solani at 75° and 
100°C on their ability to utilise sucrose 

Heat treatment of the mycelial mats kills the protoplasm and accor- 
dingly would abolish the ability of the mats to absorb sugars. If sucrose 
utilisation is mediated by a specific sucrose phosphorylase enzyme then 
the effect of preheating would reveal itself in a reduction of the amounts 
of sucrose utilised, due, firstly, to the abolished uptake and, secondly, to 
a reduction in the activity of the already present invertase enzyme. The 
latter was reported by NEuBERG and Manpt (1950) to lose about 50 °/, of 
its activity in solution by heating to 60°C. On the other hand, if a fructo- 
furanosidase enzyme is wholly responsible for the breakdown of sucrose 
then the reduction in utilisation would be solely due to the partial deacti- 
vation of the enzyme. To elucidate this point pairs of mycelial mats were 
treated as follows: 


2 samples: floated over sterile distilled water at 28°C for 24 hours. 

2 samples: floated over sterile distilled water at 75°C for 24 hours. 

2 samples: floated over sterile distilled water at 100°C for 2 hours. 

Sterile water was decanted off after the various pretreatments and the mycelial 
mats were then floated over the nutrient medium containing 2°/, sucrose and reincu- 
bated at 28°C for 48 hours. The media were analysed for their initial and final sugar 
contents and the results are presented in Table 3. 


The results in Table 3 show that heating the mycelial mats at 75° or 
100°C resulted in a considerable reduction in the amounts of sucrose utilis- 
ed by the mats when compared to the control samples. 


Table 3. Effect of Preheating Mycelial Mats of Rhiz. solani at 75° and 100°C on 
their Ability to Utilise Sucrose 


Reducing sugars 
appearing in the 
medium in 48 hrs 
mgms/mat 


Total sucrose °/, reduction 
utilisation in in sucrose 


48 hours utilisation 
mgms/mat 


Sugar uptake 
in 48 hours 
mgms/mat 


Treatment of mycelial 
mats 


Controls (28°C) 654 310 964 bes 
Preheated at 75°C 105 454 559 42.0 
Preheated at 100°C | — 312 312 67.6 


It might be argued, however, that the reducing sugars appearing in the 
medium through the action of surface invertase enzyme were not much 
different under the various experimental conditions and hence the reduc- 
tion in total sucrose utilisation would be simply due to stoppage of sugar 
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uptake which is separately mediated by a specific sucrose phosphorylase, 
but it would be rather difficult to conceive of the fact that heating the 
mats to 75° or 100°C induced no appreciable inactivation of the surface 
invertase enzyme. 


A test was made for the effect of heating 1 °/, invertase enzyme solutions 
to 75° or 100°C for a period of 10 min on their powers to hydrolyse a 2°/, 
sucrose solution. The results obtained showed that the amounts of sucrose 
hydrolysed by the enzyme solutions at 75° and 100°C were 190 and 
70 mgm respectively as compared to 420 mgm by the unheated control 
enzyme. The above results reveal that heating the invertase enzyme to 
75° and 100°C led a 54.7°/, and 83.3°/, reduction in the amounts of 
sucrose hydrolysed respectively. Such result would uphold the view that 
the reduction in total sucrose utilisation by heated mycelial mats cannot 
be attributed to stoppage of uptake only. This result, coupled with the 
fact that heating to 75°C appreciably diminished uptake but increased 
the rate of production of reducing sugars, would shake the belief in the 
possible mediation of a specific sucrose phosphorylase in the utilisation of 
sucrose by mycelial mats of the test fungus. 


C. Effect of AgNO, upon uptake from and inversion of sucrose 
by mycelial mats of Rhiz. solani 
In this test 10 mycelial mats were prepared in the usual way and distri- 
buted as follows: 


2 samples: fed with 100 ml each of the nutrient medium containing 2°/, sucrose. 

2 samples: fed with 100 ml each of the nutrient medium containing 2°/) sucrose 
to which 10-* M silver nitrate was added. 

2 samples: fed with 100 ml each of the nutrient medium containing 2°/, sucrose 


to which 10~ M silver nitrate was added. 
2 samples: fed with 100 ml each of the nutrient medium containing 2°/, sucrose 


to which 10~ M silver nitrate was added. 

2 samples: fed with 100 ml each of the nutrient medium containing 2°/) sucrose 
to which 107? M silver nitrate was added. 

Culture flasks were incubated at 28°C for 48 hours at the end of which 
the various media together with the respective initials were analysed for 
their direct and total reducing values. The results are represented graphi- 
cally in Fig.1 which shows that silver nitrate has a greater inhibiting 
effect upon sugar absorption from sucrose-containing media than upon 
inversion. This is in direct contrast to the results of RHEINHOLD (1947) 
who found that reducing sugar production by carrot discs on sucrose was 
inhibited by 10-® M silver nitrate, but is completely confirmatory to the 
findings of Harty and Sirs (1956) who reported that silver nitrate at 
concentrations of 10-6 to 10-4 M inhibited uptake of sucrose by Peltigera 
polydactyla whilest the amounts of reducing sugars appearing in the 
media were greatly stimulated. Fig.1 also shows that silver nitrate at 
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concentrations of 10-* and 10-° M induced slight inhibition and slight 
stimulation of the uptake from and inversion of sucrose respectively. 
At a concentration of 10-4 M, silver nitrate strongly inhibited the uptake, 
but the production of reducing sugars in the medium was greatly stimu- 
lated. When present in a concentration of 
10-3, silver nitrate considerably reduced 
both uptake and inversion. 

The above results show that inhibition 
of absorption may increase the quantity of 
reducing sugars released and suggest that the 
two processes of absorption and inversion 
are essentially independent, thus lending a 
strong supporting evidence to the view that 
sucrose is first hydrolysed before it is taken 
by mycelial mats of the test fungus. 
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Fig.1. Effect of silver nitrate upon 

uptake from and inversion of 

sucrose by mycelial mats of Rhiz. 

solani. Total sucrose utilisation 

4 4;reducing sugars appearing 

in the medium O---—0o; sugar 
uptake 0— ——o 


The differential inhibition of absorption 
and inversion of sucrose by mycelial mats 
of Rhiz. solani was studied using sodium 
fluoride. This inhibitor was chosen in 
preference to sodium azide which was used 
by Manpets (1951 and 1954) since it has, 


unlike azide, no effect on oxidase systems. 
Phloridzin, used by Strent and Lowe (1950), was reported by HarLEy 
and SmrrH (1956) to have the particular disadvantage of affecting 
sucrose analysis. 


Ten mycelial mats were prepared and distributed as follows: 

2 samples: fed with the nutrient medium containing 2°/, sucrose. 

2 samples: fed with the nutrient medium containing 2°/, sucrose to which 2 mM 
sodium fluoride were added. 

2 samples: fed with the nutrient medium containing 2°/, sucrose to which 10 mM 
sodium fluoride were added. 

2 samples: fed with the nutrient medium containing 2°/, sucrose to which 20 mM 
sodium fluoride were added. 

2 samples: fed with the nutrient medium containing 2°/, sucrose to which 30 mM 
sodium fluoride were added. 

Culture flasks were incubated at 28°C for 24 hours at the end of which the various 
media, together with the initials, were analysed for their direct and total reducing 
values. 


From the results of the analysis of the various media, the amounts of 


sugar uptake and reducing sugars appearing in the medium were cal- 
culated and the average values are presented in Table 4. This Table 
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shows that sodium fluoride, at concentrations of 2 to 10 mM, induced 
some inhibition of sugar uptake and a considerable increase in the amount 
of reducing sugars appearing in the corresponding media. Higher con- 
centrations of sodium fluoride inhibited both uptake and inversion of 
sucrose though the inhibition of uptake is greater than that of inversion. 

Although these results strongly suggest that uptake from sucrose is 
dominantly uptake of reducing sugars, there remains the possibility that 
the residual uptake is an | 


uptake of sucrose itself. If, Table 4. Effect of Different Concentrations of 
however, this were the case Sodium Fluoride on the Uptake from and 
Inversion of Sucrose by Mycelial Mats of 


the quantities of glucose and 
Rhiz. solani 


fructose released by inhibited 


mats should be nearly equal. orn cag Reducing sugars 

Table 5 shows that a dis- medium eEeat Uplake si orpeging a1 
mM) the medium 

crepancy between glucose and : 

fructose still exists when mats 0 (Control) 340 355 

are inhibited. 9 300 ATA 
The above conclusion is 

further substantiated by the a a eo 

results of an experiment in 20 240 330 

which mycelial mats were fed 30 180 330 


with culture media contain- 

ing different concentrations of sucrose, namely, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 and 2°/, 
in presence or absence of 25 mM sodium fluoride. The culture media after 
being incubated in contact with the mycelial mats at 28°C for 24 hours 
were analysed, together with the corresponding initials, for their direct 
and total reducing values. From the results of the analysis of the various 
media the amounts of sugar taken up by the mycelial mats as well as the 
reducing sugars released in the various media are calculated and presented 
in Table 6. 

The results in Table 6 show that when uptake of sugar from low con- 
centrations is inhibited a rise in the quantity of reducing sugars results. 
This is not the case in the high sucrose concentrations, particularly 2/9, 
where the decrease in the production of reducing sugars due to inhibition 
of inversion is quantitatively slightly more than the decrease in their 
absorption in the presence of fluoride. 

The effect of the concentration of sucrose in the medium upon the 
absorption rate and upon the production of reducing sugars is represented 
graphically in Fig. 2 (p. 297). 

Fig.2 shows that there is no simple proportionality between sucrose 
uptake and total reducing sugars released in the medium nor is the 
quantity of reducing sugars released equal to the amount of sugar ab- 
sorbed. Therefore a mechanism involving the splitting of sucrose at the 
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Table 5. Analysis of Sucrose-Containing Media for their Sugar Contents after 
Coming in Contact with Mycelial Mats of Rhiz. solani in Presence of Various 
Concentrations of Sodiwm Fluoride 


(Expressed as mgms sugar per ml. medium) 


Concentration of sugar in the media after 


Feeding medium Sugar fraction 

(0) hours Initials 24 hours 48 hours 

100 ml. B.M.* + TLR. V.** 19.00 13.00 8.64 
D.R.YV. 0.11 7.10 7.90 

2 gm. sucrose Glucose 0.05 1.05 1.40 
Fructose 0.06 6.05 6.50 

100 ml. B.M. + Reve 19.80 13.80 10.20 
2 gm. sucrose D.R.V. 0.11 9.48 10.20 
+ Glucose 0.05 4.41 dod 

2 mM. NaF Fructose 0.06 5.07 6.89 
100 ml. B.M. + T.R.V. 19.80 14.28 732 
2 gm. sucrose D.R.V. 0.11 10.20 7.20 
-+- Glucose 0.05 3.70 2.00 

10 mM. NaF Fructose 0.06 6.50 5.20 
100 ml. B.M. + Reve 19.80 15.00 9.24 
2 gm. sucrose D.R.Y. 0.11 6.60 9.24 
+ Glucose 0.05 217 3.32 

20 mM. NaF Fructose 0.06 4.43 5.92 
100 ml. B.M. + TT RaeVe 19.80 16.20 9.96 
2 gm. sucrose D.R.Y. 0.11 6.60 9.96 
a Glucose 0.05 1.91 3.27 

30 mM. NaF Fructose 0.06 4.69 6.69 


* B.M. = basal medium. 
** T.R.V. = total reducing value; D.R.V. = direct reducing value. 


Table 6. Effect of 25 mM Sodium Fluoride on Uptake from and Inversion of Sucrose 
by Mycelial Mats of Rhiz. solani in Culture Media Containing Various Concentrations 
of Sucrose 


(Expressed as mgms sugar per mat) 


Concentration Sugar uptake Reducing sugars 
oe mintonetn appearing in the medium 
the medium in absence of NaF jin presence of NaF in absence of NaF lin presence of NaF 

0.4°/, 184.5 93.0 1.0 61 
0.8°/, 241.0 111.0 140.0 238.0 
beet fs 275.5 144.0 310.0 230.0 
1.6°/, 354.0 168.0 401.0 328.0 
2.0°/, 370.0 165.0 521.0 300.0 
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cell surface, as part of the mechanism of uptake, so that one hexose 
moiety is absorbed and the other released is clearly inapplicable in 
simple form. 


IL. Discussion 


From the foregoing discussion of the results it may be postulated that 
sucrose is utilised by mycelial mats of the test fungus through a process 
of hydrolytic cleavage into glucose and fructose effected by an enzyme of 
the fructofuranosidase type attached to the 


cytoplasmic surfaces rather than through vain J 
the mediation of a specific sucrose phos- oe l {abnete 
phorylase. onl / 

i 7 


Evidence supporting the above hypothesis 
may be marshalled as follows: 


SS 
SiS 


1. The production of reducing sugars in 
sucrose culture media when coming in contact 
with mycelial mats of Rhiz. solani is a process 
which is essentially independent of sugar 
uptake since these factors: heating at 75°C, 
silver nitrate, and sodium fluoride, which 


SES Gye IS 
ys 
YSSsTges 


SS 
f- 
=I 
Ss 
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MG/M. sugar per mat per 24 hours 


—o Yatake 
beets a eee , E o--—0 fede 
inhibit or diminish absorption, bring about yor | / aes 


an increased release of reducing sugars. 
2. The presence of glucose or fructose in Cone. of sucrase in the medium 


Teh l l 
0 400 800 1200 1600 2000 


ee ; MGM. sugar/10 m\ medium 
the sucrose-containing culture medium ata _ z ; 

: 0 : Fig.2. Effect of concentration of 
concentration of 2°/, as well as their presence sucrose in the culture medium 
in mixture in such media at a concentration Po the absorption rate and 
“ ; i production of reducing sugars by 
of 2.5°/, each failed to induce any retarding mycelial mats of Rhiz. solani 
effect on the utilisation of sucrose. Increasing 
the concentration of either sugar to 5°/, was accompanied by a marked 


reduction in the amounts of sucrose utilised. 


If a specific sucrose phosphorylase is responsible for sucrose utilisation 
by the mycelial mats of the test fungus, one would have expected much 
greater reduction in the utilisation of sucrose in presence of glucose than 
fructose, the former being a strong competitive inhibitor of sucrose 
phosphorylase (Doupororr 1945). Such effect was not revealed by the 
results of the present investigation. 


3. When mycelial mats of the test fungus were suspended over culture 
media containing various concentrations of sucrose no simple proportio- 
nality was observed between sucrose uptake and total reducing sugars 
released in the media nor is the quantity of reducing sugars released. equal 
to the amount of sugar absorbed. Therefore, a mechanism involving the 
splitting of sucrose at the cell surface, as part of the mechanism of uptake, 
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so that one hexose moiety is absorbed and the other released, is clearly 
inapplicable in simple form. 

Although the above results strongly suggest that uptake from sucrose 
is dominantly uptake of reducing sugars, there remains the possibility 
that the residual uptake is an uptake of sucrose itself. If, however, this 
were the case, the quantities of glucose and fructose released by mats 
inhibited with silver nitrate or sodium fluoride, should be nearly equal. 
The results recorded here showed that a discrepancy between the amounts 
of glucose and fructose released in the media still exists when mats are 
inhibited, thus refuting the possibility of uptake of the residual sucrose 
as such. 

The results of the present investigation are in full agreement with those 
reached by Saip and his co-workers (1945, 1949, 1950, 1953) with regards 
to sucrose utilisation by higher plant tissues and mycelial mats of Fusarium 
moniliforme, and by ToLBA and GHANEM (1954, 1959) in case of some soft 
rot bacteria. 

Summary 


The results of the present investigation proved that sucrose is utilised 
by mycelial mats of Rhizoctonia solani through a process of hydrolytic 
cleavage into glucose and fructose affected by an enzyme of the fructo- 
furanosidase type attached to the cytoplasmic surfaces and not through 
the mediation of a specific sucrose phosphorylase enzyme. 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe 


Uber die Stoffausscheidung bei Pilzen Il* 
Die Ausscheidung sekundirer Stoffwechselprodukte 


Von 
EWALD SPRECHER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 6. Oktober 1960) 


Durch Farbe, Geruch oder Kristallbildung hat die Ausscheidung der so- 
genannten sekundaren Stoffwechselprodukte (Pancu 1950) schon immer 
Aufmerksamkeit erregt. Es besteht dariiber auch bei den Pilzen eine 
reiche Literatur, zu der in neuerer Zeit insbesondere die Antibiotica- 
Forschung sehr viel beigetragen hat (BRackEN 1955, PreEscorr u. 
Dunn 1959). Die Arbeiten beschaftigen sich allerdings zum weitaus 
groBten Teil mit der Isolierung und Identifizierung der Verbindungen. 
Abgesehen von Produzenten wirtschaftlich verwertbarer Stoffe oder von 
einigen Standardorganismen wissenschaftlicher Laboratorien, sind die 
hoheren Pilze jedoch relativ wenig systematisch auf ihre Ausscheidungs- 
tatigkeit hin untersucht. 

Da im Gegensatz zu den bereits in einer fritheren Arbeit (SPRECHER 
1961) untersuchten primaren Stoffen bei den sekundaren der Stoffwechsel 
staérker variiert, werden im folgenden die beiden nahe verwandten 
Ascomyceten LHndoconidiophora virescens Davids. (End. vir.) und 
E. (Ceratocystis) coerulescens (Miinch) Bakshi (Cer. coer.) als Produzen- 
ten eines aliphatischen, den Terpenen verwandten Riechstoffes, von dem 
Basidiomyceten Lentinus lepideus L. (Lent. lep.) mit einem aromatischen 
Geruchstoff getrennt behandelt. 


A. Material und Methodik 


1. Verwendete Pilze und Kulturmethoden 

Sie sind bereits in friiheren Arbeiten angegeben (SpRECHER 1959, 1961). Ab- 
anderungen dieser Methoden fiir spezielle Zwecke oder zusatzliche Neueinfiihrungen 
werden an den betreffenden Stellen kurz beschrieben. 

2. Myceltrockengewichtsbestimmungen 

Das mehrfach gewaschene Mycel wurde im Trockenschrank bei 60°C bis zu einer 
Gewichtskonstanz von + 1 mg getrocknet. 

3. Messung des py-Wertes mittels Beckmann-py-meter H, 

Die Nahrlésungen wurden auf px 5,0 + 0,1 eingestellt. 


* Habilitationsschrift (gekiirzt) der Fakultaét fiir Natur- und Geisteswissen- 
schaften, Technische Hochschule, Karlsruhe. Teil IT. 
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4. Nachweis von Exkretstoffen 

Der chromatographische Nachweis und die semiquantitative Auswertung der 
Chromatogramme primirer Stoffwechselprodukte erfolgte, wie bereits angegeben 
(SpRECHER 1959, 1961). x 

Das Methylheptenon konnte aus dem Wasserdampfdestillat und aus dem Ather- 
extrakt der Kulturen von Endoconidiophora virescens und Endoconidiophora coeru- 
lescens isoliert werden. Zur Identifizierung dienten die Schmelzpunkte und Misch- 
schmelzpunkte seiner Derivate (GUENTHER 1949), der gaschromatographische? Ver- 
gleich mit Methylheptenon (Fluka), die Diinnschichtchromatographie (STAHL 1958) 
und bei Routineuntersuchungen die Papierchromatographie nach den Methoden von 
ScHuLTE u. SrorP (1955) sowie von Zoox (1958). 

Der p-Methoxyzimtsauremethylester (MZM) konnte aus dem getrockneten Mycel 
durch Tetrachlorkohlenstoff extrahiert werden. Der durch Mikrosublimation im 
Vacuum gereinigte Ester wurde nach dem Umkristallisieren durch Vergleich mit der 
synthetisch hergestellten Verbindung, durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt 
und Infrarotspektrum! identifiziert. Quantitative Angaben im Text beziehen sich 
auf den meist iiber 70°/) der reinen Substanz enthaltenden Tetrachlorkohlenstoff- 
auszug (Rohextrakt) oder auf das nahezu reine Sublimat. 

Der chromatographische Nachweis von fluorescierenden Substanzen, Zimtsaure- 
derivaten und phenolischen Verbindungen wurde nach verschiedenen Methoden 
durchgefiihrt. Als Laufmittel dienten die Lésungsmittelgemische von HERZMANN 
(1958) und Suimazono (1959), sowie verschiedene Modifikationen derselben, als 
Nachweisreagentien Ammoniak, FeCl,, diazotierte Sulfanilsiure (CRAMER 1958), 
2,4-Dibromchinonchlorimid (HorFrMANN 1958) und die Fluorescenz im ultravioletten 
Licht. 

5. Untersuchungen mit Hemmstoffen 

Die Hemmstoffe wurden vor der Beimpfung in den bereits friiher (SPRECHER 
1961) angegebenen Konzentrationen Normalnihrlésungen zugesetzt. 

6. Untersuchung der Phenolasen-Aktivitat 

Der qualitative Nachweis des Vorhandenseins bestimmter Phenolasen erfolgte 
durch Zugabe verschiedener Reagentien. Als Enzymsubstrat wurden Guajacol, 
Guajacol -+- H,O,, p-Cresol, Dopa, Tyrosin, Benzidin, p-Phenylendiamin, Hydro- 
chinon, Phenol, «-Naphtol und Tyramin verwendet. Gepriift wurden Substrat, 
Mycelextrakt und gelegentlich dialysierte und teilweise gereinigte Enzymextrakte. 
Typische Farbstoffbildungen oder Niederschlage in gepufferten Lésungen mit ver- 
schiedenen py-Werten galten als Kriterium (LiINDEBERG u. Ho~m 1952; Lyr 1957; 
Yasunosu 1959; Krups 1960). 

Bei Lent. lep. wurde die Phenolase-Aktivitit durch photometrische Messung der 
entstandenen Rotfairbung mit Hilfe des Elko ITT (Filter S 49E) auch quantitativ 
verfolgt. Hierzu diente die Reaktion von Substrat oder Mycelextrakt mit p-Cresol, 
Guajacol und Guajacol + H,O, in Citrat-Phosphat-Puffergemischen von px 4,4, 
5,6 und 6,8. 

Das Reaktionsgemisch bestand aus 0,5 ml Mycelextrakt, 0,7 ml Puffer und 0,15ml 
p-Cresol- oder Guajacollésung 1:60. Zur Herstellung des Mycelextraktes wurde das 
jeweilige Gesamtmycel von 50 ml Nahrlésung in feuchtem gewaschenem Zustand 
mit insgesamt 10 ml Wasser verrieben, zentrifugiert und gegebenenfalls noch fil- 
triert. Die Farbstoffbildung in dem Reaktionsansatz wurde laufend beobachtet. 
Nach 31 Std erfolgte die Zugabe von 5 ml Wasser und nach dem Filtrieren die 
photometrische Messung in Spezialreagensglasern (Zeiss). 


1 Herrn Prof. Dr. R. Crrecen, dem Direktor d. Inst. f. Organische Chemie an d. 
Techn. Hochschule, Karlsruhe, an dessen Institut die Untersuchungen durchgefiihrt 
wurden, sei auch an dieser Stelle bestens gedankt. 
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Bei der Messung der Enzymaktivitaét des Substrates wurde entsprechend ver- 
fahren, jedoch die doppelte Menge Substrat, Puffer- und Phenollésung verwendet. 

7. Manometrische Messungen 

Sowohl die Versuche zur Assimilation verschiedener C- Quellen, wie die Bestim- 
mung der Polyphenolase-Aktivitét wurden durch manometrische Messungen 
erganzt. Die Atmungsmessungen erfolgten an Ruhezellen unter Zusatz von KH,PO,. 
Zu 2,6 ml Mycelverreibung (siehe oben) wurde die betreffende C- Quelle bis zu einer 
Endkonzentration von 3°/) zugegeben. Zur Absorption des CO, dienten 0,2 ml 
KOH (10°/,). 

Bei der Bestimmung der Polyphenolase-Aktivitat wurden 2,6 ml Mycelextrakt 
(siehe oben) mit 0,3 ml p-Cresollésung (1:60) und 0,1 ml Puffer versetzt. 

8. Antibioticateste 

Die Pilze und ihre Stoffwechselprodukte wurden im Blattchen-, Zylinder-, Loch- 
und Verdiinnungstest gepriift (KOn~ER 1956). Als Testorganismen dienten Bac- 
terium proteus, Serratia marcescens, Escherichia coli, Bacillus mesentericus, Bacillus 
subtilis, Pseudomonas fluorescens und Staphylococcus aureus. 


B. Ergebnisse 
IMethylheptenylketonbildung bei Endoconidiophora virescens 
und Ceratocystis coerulescens 
a) Zeitpunkt und Lokalisierung der Methylheptenon- Bildung 

Von den sekundaren Stoffwechselprodukten der beiden nahe mit- 
einander verwandten Ascomyceten fand BrrxinsHaw (1950) das 2-Me- 
thylhept-2en-6on, den entsprechenden Alkohol, sowie Isobutylacetat. In 
den nachfolgenden Untersuchungen wurde besonders das Methyl- 
heptenylketon (MHK) und seine Biogenese verfolgt. Das Keton konnte 
isoliert und, wie im methodischen Teil angegeben, identifiziert werden. 

Der routinemaéBige Nachweis erfolgte chromatographisch aus dem 
Wasserdampfdestillat bzw. dem Atherextrakt. Uber Ort und Zeitpunkt 
der MHK-Bildung bei Cer. coer. und End. vir. ist in der Literatur nichts 
bekannt. Der Ketongeruch tritt in den Kulturen beider Pilze schon sehr 
friith auf und verschwindet dann wieder im Laufe der Autolyse. 

Ein derartiger zeitlicher Ablauf liegt auch bei der Methylketonbildung 
durch verschiedene Pilze vor (FRANKE u. HEINEN 1958). Bei Penicilliwm 
roquefortt hatten nun Guurie u. Knieut (1958) festgestellt, daB 2-Hepta- 
non von den Sporen und nicht vom Mycel des Pilzes gebildet wird. Ob- 
wohl sich das Endprodukt von Cer. coer. und End. vir. von dieser Ver- 
bindung durch Verzweigung seiner C-Kette und durch eine Doppelbin- 
dung unterscheidet, lag es nahe zu untersuchen, ob und inwieweit auch 
hier die Sporen das MHK bilden. 

Die oft sehr ungleichmaBigen Conidien entstehen endogen aus kraf- 
tigen braunen Hyphen. Dabei kénnen tiber 50 Sporen aus einem relativ 
kurzen Hyphenstiick austreten. Neben den derbwandigen braunen 
Hyphen, aus denen die sporogenen Hyphen hervorgehen, enthalt das 
Mycel noch diinne, durchsichtige Hyphen. Ihr Anteil am Gesamtmycel 
variiert je nach Alter und Kulturbedingungen. 
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Sporenfreies, farbloses Submersmycel aus diinnen, durchsichtigen Hy- 
phen weist bei End. vir. ebensowenig wie das umgebende Substrat 
MHK-Geruch auf, bei sporenbildendem Oberflachenmycel ist dies jedoch 
der Fall. 

Zu einem spateren Zeitpunkt der Entwicklung oder nach Beimpfung 
mit kraftigem, frischem Mycel tritt auch an Submershyphen und im 
Substrat der Ketongeruch auf, das MHK kann dann aus Mycel und Sub- 
strat isoliert werden. Mit Sudan III farben sich die frischen Sporen relativ 


Tabelle 1. LinfluB von Impfstiick und Entwicklung auf die Biogenese des MHK in 
Schiittelkulturen von Cer. coer. 
(Kulturalter 10 Tage) 


ee eacuntiides Vom urspriinglichen Impfstiick Vom Neuzuwachs einer 12 Tage 
Impfstiicks einer 9 Tage alten Malzagarkultur alten Malzagarkultur 
mit sehr vielen Conidien mit miBig vielen Conidien 
px im Substrat 4,7 4,8 TE See 5,0 5,8 6,7 7,9 
Myceltrockengewicht 
in Milligramm 70 488 396 | 235 170 267 342 150 
Restglucose im 
Substrat in Prozent | 65 — -- -= 45 15 — — 
Anteil der braunen 
Hyphen maBig | gering |mabig| — | stark | stark | stark | stark 
Endoconidien in der 
Kultur wenige| wenige| wenige, ganz | viele | viele | viele | sehr 
ver- viele 
einzelt 
Geruch der Kultur gering | nach | Spur | muffig]gering |kraftig) kraftig) MHK 
nach | Most | muffig nach | MHK | MHK 
Selle- Selle- 
rie rie | 


kraftig, die braunen Hyphen etwas schwiacher, und die diinnen, durch- 
sichtigen Hyphen gar nicht. 

In weiteren Versuchen wurden Wachstum, Sporenbildung und MHK- 
Synthese durch laufende mikroskopische Beobachtung, geruchliche 
Uberpriifung und chemische Untersuchung verfolgt. Dabei erwies sich 
das Oberflaichenmycel als bevorzugter Ort der Sporen- und MHK-Bildung. 

Demgegeniiber zeigte sich bei dem erzwungenen Submerswachstum 
von Schiittelkulturen (Tab.1), da®B dies nicht unter allen Bedingungen 
zutrifft. Hier fallen besonders die Beziehungen zwischen der Entwicklung 
kraftiger, brauner Hyphen und Endoconidien einerseits und der Synthese 
des MHK andererseits auf. 

AufschluBreich ist auch das Alter des Impfmaterials. Trotz der Herkunft aus der 
gleichen Vorkultur ist die Entwicklung eine véllig verschiedene, je nachdem ob 
Mycel vom alten Impfstiick oder vom neuen Zuwachs entnommen wurde. Offen- 


sichtlich ist das aus dem ehemaligen Impfstiick und dessen Sporen entstammende 
Myecel physiologisch, morphologisch und biochemisch deutlich von dem ,,normalen‘ 
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Typ verschieden. Besonders auffallig dabei ist, daB das nahezu geruchlose Mycel 

das hochste Trockengewicht aufweist. Inwieweit hier moglicherweise der ,,shunt 

pee, (MHK-Bildung) umgangen wird, mu8 zunachst noch dahingestellt 
eiben. 


Das Ergebnis bestitigt jedenfalls, daB auch die Submershyphen die 
Fahigkeit besitzen, MHK und Sporen zu bilden. Diese kommt, wie 
bereits erwahnt, bestimmten Hyphen zu, die sowohl in Oberflichen- als 
auch in Submersmycel auftreten kénnen. 

Zur Ausschaltung des bei Schiittelkulturen wirksamen Beliiftungs- 
effekts wurden einige Versuche mit Oberflachenkulturen in Stickstoff- 
atmosphare durchgefiihrt (Tab.2). Die Gegeniiberstellung zeigt, daB in 


Tabelle 2. Der Einfluf von Normal- und N,-Atmosphdre auf Wachstum und 
MHK- Bildung bei Cer. coer. auf Normalndhrlésung 
(bei 28°C) 


7 Tage Normalkultur, dann 


12 Tage Normalkultur 5 Tage N;~Atmosphire 


pu im Substrat 6,3 6,8 LU Oy 6,1 et 
Restglucose im Substrat 
in Prozent 20 Spur — 20 15 — 
Myceltrockengewicht in 
Milligramm 265 276 165 239 290 222 
Geruch der Kultur stark | stark | muffig | etwas | etwas | nach 
nach nach ergoren| nach | MHK 
MHK | MHK MHK 


N,-Atmosphare die MHK-Synthese zuriickgeht. Dies kommt vor allem 
dort zum Ausdruck, wo das Wachstum vor dem Einbringen in die 
N,-Atmosphare relativ gering war. Trotz weiterem Zuckerverbrauch 
scheint die Bildung von MHK reduziert zu werden. Kulturen, die vom 
Zeitpunkt der Beimpfung an unter der niederen Sauerstoffspannung des 
N,-Durchstroms aus der Bombe stehen, haben ebenfalls keinen MHK- 
Geruch, sondern etwa den einer leichten Garung. Die mikroskopische 
Analyse erweist aber das Vorhandensein der braunen, derbwandigen 
Hyphen, die normalerweise das MHK bilden. Doch traten unter diesen 
Bedingungen auch nach monatelanger Beobachtung weder Endoconi- 
dien noch der MHK-Geruch auf. 


Aus diesen und entsprechenden Befunden an End. vir. 1aBt sich der 
SchluB ziehen, daB die beiden Ascomyceten unter einer sehr niederen 
Sauerstoffspannung zwar noch wachsen konnen, zur Entwicklung von 
Endoconidien und MHK jedoch eine Mindestmenge O, bendtigen. Hier 
liegt auch die Erklarung, weshalb Sporen- und Duftstoffproduktion in 
Submerskultur nur sehr verz6gert vor sich gehen, unter den Bedingungen 
der Schiittelkultur jedoch stark gefordert werden. 
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Diese Ergebnisse erlauben nunmehr den SchluB, daf bei den unter- 
suchten Organismen die Bildung von Endoconidien und MHK mit- 
einander gekoppelt sind. Sie stehen jedoch im Gegensatz zu der Hypo- 
these v. GurrenBERGs (1951), nach der die Biosynthese der atherischen 
Ole mit einer Verknappung von O, im Gewebe zusammenhangt. Weder 
volliger O,-AusschluB, noch eine O,-Spannung, die ein langsames Wachs- 
tum erlaubt, fordern die Bildung des Hauptriechstoffes von End. vir. 
und Cer. coer. Ebensowenig entsprechen die Ergebnisse hemmungs- 
analytischer Untersuchungen der Biogenese atherischen Ols bei héheren 
Pflanzen (BURMEISTER 1958) den eigenen Befunden an den beiden 
Ascomyceten. 


Uber das weitere Schicksal des von beiden Pilzen ausgeschiedenen 
MHK 1aB8t sich zunichst noch nichts sagen. Vorlaufige chromatographi- 
sche Untersuchungen deuten darauf hin, daB auch wahrend der Autolyse, 
obwohl der Geruch nach MHK bereits véllig verschwunden ist, noch ein 
Teil dieses Ketons vorliegt, mindestens aber unter den Bedingungen der 
Wasserdampfdestillation freigesetzt werden kann. Ein anderer Teil 
scheint in derselben Weise veraéndert zu werden, wie dies auch bei 
lingerem Aufbewahren von reinem MHK der Fall ist. Inwieweit Um- 
wandlungen des MHK durch Pilzenzyme eintreten, mu8 zunachst noch 
offenbleiben. 


b) Verdinderung der MH K-Synthese durch Variation des Mediwms 


Entsprechend den Untersuchungen iiber die Ausscheidung der primaren 
Stoffwechselprodukte (SPRECHER 1961a) soll nunmehr versucht werden, 
Synthese und Ausscheidung des MHK sowie anderer wasserdampf- 
fliichtiger Stoffe bei Cer. coer. und End. vir. zu beeinflussen. Da letztere 
weitgehend Duftstoffe sind, werden sie nachfolgend in Anlehnung an die 
Definition bei héheren Pflanzen (SprecHER 1958) als atherisches 6] 
bezeichnet. 


1. Verinderungen des Substrates, die das C:N-Verhaltnis 
betreffen, lieBen auf Grund der Untersuchungsergebnisse des primiren 
Stoffwechsels (SPRECHER 1961) auch eine Beeinflussung der Synthese 
sekundiarer Stoffe erwarten (Tab. 3). 


Beide Tabellen zeigen, da bei einer relativ hohen Glucosekonzentra- 
tion, bei der der Kohlenstoff niemals zum begrenzenden Faktor wird, die 
Ausbeute an wasserdampffliichtigen Stoffen mit Erhéhung der N-Kon- 
zentration ansteigt. Die besonders hohen Werte bei den alteren Kulturen 
sind allerdings Anzeichen einer beginnenden Autolyse, was auch die 
Analyse der ausgeschiedenen Primirprodukte erweist. Die Keton- 
produktion wird durch Verdinderungen des N-Gehaltes in der Nahr- 
lésung nur geringfiigig beeinfluBt. 
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Dariiber hinaus lassen die Tabellen erkennen, daB in Ubereinstimmung 
mit fritheren Befunden (SprecHER 1961) und nachfolgenden Unter- 
suchungen der Stickstoff auBerordentlich gut verwertet wird. Er ist bei 
End. vir. in den verwendeten Konzentrationen nie Minimumfaktor. Mit 


Tabelle 3. Gehalt an dtherischem Ol bei End. vir. auf Normalnihrlésung 
mit 3°/, Glucose und verschiedenen Mengen NH,NO; 


Gramm NH,NO, in 100 ml | 
eee 0,05 0,18 0,48 0,72 
a) relativ junge Kulturen 
pu im Substrat* 2,7 2,6 2,6 Dei 
Myceltrockengewicht in Milligramm 
je Kultur* 39 50 30 20 
Geruch der Kultur kraftig etwas | nicht nicht 
nach nach typisch | typisch 
MHK MHK 
Gehalt an Atherischem Ol, bezogen 
auf Trockengewicht in Prozent 1,5 ial 2,5 2,8 
Ketongehalt im ather. Ol in Prozent | etwa 50 | etwa 50 | etwa 25 | etwa 20 
b) relativ alte Kulturen 
px im Substrat* 4,1 2,3 2,2 232) 
Myceltrockengewicht in Milligramm 
je Kultur* 460 250 235 230 
Geruch der Kultur = = = — 
Gehalt an atherischem Ol, bezogen 
auf Trockengewicht in Prozent 0,3 1,0 10,0 10,0 
Ketongehalt im ather. Ol in Prozent | etwa 50 | etwa50 | etwa5 | etwad 


* Durchschnitt von 29 Kulturen zu je 50 ml Nahrlosung. 


Tabelle 4. Gehalt an dtherischem Ol bei End. vir. auf Normalnihrlisung 
mit 3°/, Glucose und verschiedenen Asparaginmengen 


Gramm Asparagin in 100 ml Substrat 0,05 0,3 0,72 

pu im Substrat* 4,1 4,1 4,4 
Myceltrockengewicht in Milligramm * 158 176 193 
Restglucose im Substrat in Prozent 30 25 20 
Geruch der Kultur stark nach MAK 
Gehalt an ather. Ol, bezogen auf Trocken- 

gewicht in Prozent 0,44 ile ps) 1,6 
Ketongehalt im ather. Ol in Prozent etwa 60 | etwa 30 | etwa 40 


* Durchschnitt von 29 Kulturen zu je 50 ml Nahrlésung. 


NH,NO, als N- Quelle wirkte der einseitige Verbrauch des Ammonium- 
ions und das damit verbundene Absinken des py-Wertes allerdings 


wachstumsbegrenzend. 
2. Bei Ersatz des Ammoniumnitrates durch Asparagin war 


eine Anderung dieser Verhaltnisse zu erwarten (Tab.4). Auch hier ist 


Arch. Mikrobiol., Bd. 38 21 
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eine, wenn auch wesentlich geringere Zunahme des atherischen Ols mit 
der Erhéhung der N-Konzentration verbunden, nur nimmt dabei der 
Ketonanteil nicht so deutlich ab wie in der Versuchsreihe mit NH,NO, 
(siehe Tab.3). 

Diese Befunde treffen bei Cer. coer. jedoch nicht zu (Tab.5). 

Die Erklarung fiir einen derartig auffalligen Unterschied liegt in der 
verschiedenen Ausnutzung der C- Quelle fiir das Wachstum: Cer. coer. 
braucht gegeniiber End. vir. fiir ein bestimmtes Mycelgewicht mehr 
Zucker (SPRECHER 1961a). In der Tat la8t sich bei der Analyse der pri- 
miren Produkte in den Kulturen mit 0,05 °/, Asparagin in der Nahrlésung 


Tabelle 5. Gehalt an dtherischem Ol bei Cer. coer. auf Normalndhrlésung 
mit 3°/, Glucose und verschiedenen Asparaginmengen 


Nee a a 


Gramm Asparagin in 100 ml Substrat 0,05 0, 0,72 
pu im Substrat* 4,0 6,6 6,7 
Myceltrockengewicht in Milligramm * 147 233 31 
Geruch der Kultur sehr stark nach MHK 
Gehalt an ather. Ol, bezogen auf Trocken- 
gewicht in Prozent fs Os 1,0 1,15 
Ketongehalt im ather. Ol in Prozent etwa 50 | etwa 50 | etwa 40 


* Durchschnitt von 29 Kulturen zu je 50 ml Nahrlésung. 


neben etwa 30°/, der urspriinglichen Glucosemengen nunmehr kein 
Asparagin mehr nachweisen. Damit wird deutlich, da8 unter den gege- 
benen Bedingungen der durch C-Uberschu8 hervorgerufene ,,overflow 
metabolism“ (FostER 1949) das meiste atherische Ol und die héchste 
MHK-Ausbeute erbringt. Dem C-Geriist des Asparagins kommt bei der 
Entstehung des Ketons keine wesentliche Bedeutung zu. Es wird viel- 
mehr im allgemeinen Stoffwechsel mit umgesetzt. 

Bei der Reduktion der Glucosemenge im Substrat auf 1 °/, treten diese 
Bedingungen schlieBlich auch bei End. vir. ein (Tab.6). Daraus ergibt sich 
eindeutig, daB der Uberschu8 von C gegeniiber N zu einem Anstau von 
bestimmten Verbindungen fiihrt, die fiir die Entstehung sekundirer Stoff- 
wechselprodukte wesentlich sind. 

3. Ersetzt man Glucose im Nihrmedium durch Athanol, Gly- 
cerin oder Saéuren des Krebscyclus, so bilden Cer. coer. und End. vir. auf 
Athanol, Bernsteinsiure und Apfelsiiure etwa dasselbe Mycelgewicht und 
nahezu die gleiche MHK-Menge wie auf Glucose. Auf Glycerin, Citronen- 
sdure und Cellulose entspricht die Bildung des atherischen Oles und des 
Ketons dem schlechteren Wachstum. 

An weiteren C- Quellen wurden ferner solche Fettsauren verwendet, die 
sich auch im éitherischen Ol nachweisen lieBen (Palmitin-, Ol-, Stearin-, 
Myristicin- und Laurinsiure). Diese werden allein von den beiden Pilzen 
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schlecht verwertet ; nach Ausbildung einer schwachen Myceldecke kommt 
es zum Wachstumsstillstand. Wird gleichzeitig etwas Glucose zugefiigt, 
k6nnen sie etwas besser assimiliert werden, doch ist die MHK-Produktion 
in jedem Fall unerheblich. 

4. Bei Verabreichung verschiedener Aminosduren als N- 
Quelle besteht die Méglichkeit des Einbaues ihrer C-Geriiste als »»pre- 
cursor’ in bestimmte sekundare Stoffe. Wahrend jedoch die Grund- 


Tabelle 6. Gehalt an ditherischem Ol bei End. vir. auf Normalnihrlisung 
mit 1°], Glucose und verschiedenen Asparaginmengen 


Gramm Asparagin in 100 ml Substrat 0,05 0,18 0,48 0,72 

pu im Substrat* 3,5 6,5 8,4 8,1 
Myceltrockengewicht in Milligramm* 173 195 203 190 
Restglucose im Substrat in Prozent 15 15 Spur 10 
Geruch der Kultur — — _ — 
Gehalt an atherischem Ol, bezogen 

auf Trockengewicht in Prozent 0,25 0,09 0,07 0,06 
Ketongehalt im ather. Ol in Prozent etwa 60 | etwa 50 | etwa 30 | etwa 20 


* Durchschnitt von 29 Kulturen zu je 50 ml Nahrlésung. 


Tabelle 7. Gehalt an dtherischem Ol bei End. vir. auf Normalnéhrlésung 


mit verschiedenen N-Quellen 


N- Quelle Asparagin apne Glycin Alanin Valin Leucin 

pu im Substrat* 5,0 5,5 4,6 5,0 3,9 4,1 
Myceltrockengewicht 

in Milligramm* 242 308 362 363 130 79 
Restglucose im Substrat 

in Prozent 20 15 10 10 5 5 
Gehalt an atherischem Ol, 

bezogen auf Trocken- 

gewicht in Prozent 0,66 0,48 0,62 0,73 0,78 10,7 
Geruch der Kultur MHK | MHK | stark stark | MHKt+ an- 

MHK | MHK an- | gegoren 
gegoren 

Ketongehalt im atherischen 

Ol in Prozent etwa 50 | etwa 50 | etwa 60 | etwa 60 | etwa 15 | etwa 25 


* Durchschnitt von 29 Kulturen zu je 50 ml Nahrlosung. 


aminosduren Asparaginsdure, Glutaminsaure, Alanin und Glycin etwa 

zur gleichen Ausbeute an atherischem Ol und MHK wie bei Asparagin 

fiihrten, war das Kulturverhalten auf Valin und besonders auf Leucin 

vollig andersartig (Tab.7). Das Ergebnis mit Valin entspricht in gewis- 

sem Sinne dem mit Ammoniumnitrat. Obwohl aber mit Leucin iiber- 

raschend viel atherisches Ol gebildet wird, ist die Ketonproduktion 
21* 
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sowohl bei Valin als auch bei Leucin auffallend gering. Dagegen treten hier- 
bei bevorzugt wasserdampffliichtige Séuren, insbesondere Buttersaure 
oder Isobuttersiiure im atherischen Ol auf. 


Entgegen den Erwartungen erwiesen sich die sieben verwendeten In- 
hibitoren mit ihren verschiedenen Angriffspunkten auf den Stoffwechsel 
bei der angewendeten Methode ohne erheblichen Einflu8 auf die Synthese 
des iitherischen Ols und des Ketons. Die Bildung dieser sekundaren Stoff- 
wechselprodukte wurde, ahnlich wie die der primaren (SPRECHER 1961 a) 
mehr durch das jeweilige Wachstum als durch den Hemmstoff direkt 
beeinfluBt. Lediglich KCN férdert die Bildung von MHK, wobei jedoch 
der Wirkungsmechanismus zunachst unklar bleibt. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit verschiedenen C- und N-Quellen legen 
es nahe, das Auftreten bestimmter primarer und sekundarer Stoffwechselprodukte 
zu vergleichen. Das Vorkommen der Isobuttersiure neben dem MHK, die Rolle von 
Valin und Leucin bei der Bildung dieser Verbindungen und schlieBlich die deut- 


lichen Beziehungen zwischen Valin und Leucin selbst, weisen auf die Méglichkeit 
einer Kopplung der Synthesewege dieser vier Verbindungen hin. 


Die strukturelle Verwandtschaft des MHK zu den Terpenen laft es dariiber 
hinaus méglich erscheinen, da in dem atherischen 01 der beiden Ascomyceten auch 
Verbindungen dieser Kérperklasse vorliegen. Untersuchungen dariiber sind im 
Gange. 


2. Die Bildung von p-Methoxyzimtséuremethylester und das 
Auftreten eines braunen Farbstoffes bet Lentinus lepideus 


Bei Lent. lep. treten in festen und fliissigen Substraten und auf der 
Myceldecke neben einem typischen, leicht an Zimt erinnernden Geruch 
gelegentlich Kristallnadeln auf, die von BrrxinsHaw (1940) als p-Me- 
thoxyzimtsduremethylester (MZM) erkannt wurden. Diese Verbindung 
konnte auch aus den Kulturen des verwendeten Stammes isoliert und 
durch Vergleich mit der synthetisierten Verbindung eindeutig identi- 
fiziert werden (siehe method. Teil). Bei den nachfolgend geschilderten 
Untersuchungen iiber Biogenese und Ausscheidung dieses Zimtsdure- 
derivates wurde die Kristallbildung unter verschiedenen Bedingungen 
beobachtet. In den meisten Fallen konnten die Befunde durch gravi- 
metrische Bestimmungen des MZM-Gehaltes der Kulturen gesichert 
werden. Daneben wurden Farbstoffbildung in Mycel und Substrat, Aus- 
scheidung von methylierten und nicht methylierten phenolischen Ver- 
bindungen sowie die Tatigkeit der Polyphenoloxydasen untersucht. 

Das Auftreten der MZM-Kristalle bei Lent. lep. ist bereits in einigen 
Arbeiten der Norpschen Schule erwahnt und seine Biogenese in Zusam- 
menhang mit der Ligninsynthese untersucht worden (SHT™MAzONO 1959). 
Diese Befunde werden durch die eigenen Ergebnisse vielfach bestitigt 
und erginzt. Kin Teil der eigenen Arbeiten lief zeitlich parallel, jedoch 
unabhangig von denen der amerikanischen Autoren. 
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Auftreten und Verschwinden der MZM-Kristalle und MZM-Ausbeute 
werden in Tab.8 mit dem Wachstum des Pilzes und der Farbstoffbildung 
in Mycel und Substrat verglichen. Die Ubersicht macht deutlich, daB im 
Laufe der Kultur die Fairbung immer intensiver wird. Tatsachlich konnte 
bei keiner Versuchsanstellung die Bildung des braunen Farbstoffes 
vollig aufgehoben oder riickgingig gemacht werden. Demgegeniiber 
besitzt die MZM-Produktion ein ausgesprochenes Maximum, das mit der 
Zeit intensivsten Wachstums zusammenfallt. Farbstoff- und MZM- 
Synthese erfolgen oft gleichzeitig, doch ist die MZM-Bildung mehr Aus- 
druck eines jugendlichen, kraftigen Wachstums, wahrend die Farbstoff- 


Tabelle 8 
Das Auftreten der sekunddren Produkte bei Lent. lep. auf 50 ml Normalnihrlésung 
(Kulturalter 45—87 Tage) 


pu im Substrat 3,8 4,1 4,2 4,3 4,4 4,9 5,6 6,2 
Myceltrockengewicht 
in Milligramm 82 117 | 314 | 320 | 485 ; 361 | 274 | 220 
Farbe des Mycels weif- | etwas | braunfleckig |braéun-| braun verkrustet 
lich | braun- lich- 
fleckig braun 
Farbe des Substrates | Spur | hell- | gelb | braun| dunkelbraun schwatrz- 
gelb- | gelb braun 
lich 
Geruch der Kultur zunehmend nach Zimt abnehmend 
Kristalle im Substrat keine viele - kleine - Kristalle keine 
Kristalle Kristalle 
mg MZM-Rohextrakt 
je Kultur 1,5 2,1 E83) OES 
Glucose im Substrat abnehmend —~ — — — 
Sedoheptulose 
im Mycel zunehmend | —- 


synthese mehr den physiologisch alteren Zustand reprasentiert. So hebt 
sich auch fast immer das Impfstiick durch seinen tieferen Farbton vom 
Neuzuwachs ab, selbst wenn es im Moment der Impfung weibes, jugend- 
liches Mycel war. 

In schnell wachsenden Kulturen scheiden die jugendlichen Hyphen bei 
giinstigen Bedingungen soviel MZM aus, da} davon zunachst meist ein 
gewisser Teil unverdndert in Kristallform liegen bleibt, wahrend bei 
langsamerem Wachstum die Kristallnadeln entweder gar nicht ausgebil- 
det werden oder rasch wieder verschwinden, wahrend gleichzeitig Mycel 
und Substratfairbung sich vertiefen. Die Kristallbildung schlieBt also das 
Auftreten des Farbstoffes nicht aus, sondern verzogert es héchstens. 

Von den Faktoren, die den Schwerpunkt der Biogenese eventuell in die 
eine oder andere Richtung verschieben kénnen, wurde zunachst der Hin- 
flu8 des Lichts und der Temperatur untersucht (Tab.9). Daraus scheint 
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hervorzugehen, daB das Licht die 

MZM-Synthese besonders stark 
fat! hemmt, da in den Hellkulturen 
nur die beiden aus Impfstiicken 
mit jungem Mycel rasch aus- 
wachsenden Kulturen Kristalle 
bildeten. 

Eine Nachpriifung dieser Be- 
funde an Kulturen, die entweder 
nur aus jungem, weifem oder 
aus altem, braunem Impfma- 
terial hervorgingen, ergab, daB 
die offensichtlichen Unterschiede 
zwischen den Ergebnissen in 
Tab.9a und 9b vor allem durch 
die etwas héhere Temperatur in 
den Dunkelkulturen bewirkt 
wurde. Es zeigte sich, daB der 
KinfluB der Belichtung auf 
jiingere Hyphen unerheblich ist, 
daB dagegen bereits die Tempe- 
raturerhéhung um 1°C in diesem 
Stadium eine deutliche Wachs- 
tumsbeschleunigung, verbunden 
mit verstarkter MZM-Kristall- 
bildung, hervorruft. Dagegen 
wirkt das Licht auf alteres Mycel 
stark hemmend und zwar gleich- 
giiltig, ob sich dieses in ver- 
brauchtem Substrat oder in einem 
frischen Ansatz befindet. Die 
Reduktion des Wachstums_ be- 
wirkt gleichzeitig eine Hemmung 
bzw. Sistierung der MZM- Bildung 
sowie eine weitere Farbvertiefung. 

Ein Einflu8 der Temperatur 
zeigt sich auch bei +4°C. Das 
Wachstum ist hier stark redu- 
ziert, trotzdem kommt es zu 
einer teilweise nicht unbetracht- 
lichen Vermehrung der Kristalle, 
die spater wieder aufgelést wer- 
den, was jedoch ebenso wie die 


4,1 
270 


4,2 


153 
dunkelbraun 


4,1 
146 
4,3 
rotbraun 


braun 


4,3 
93 

4 

3,8 


90 
hell- 
braun 


4,5 4,4 
gelb 
4,1 
79 
hellbraun | 


72 
3,9 


4,4 
4,5 
69 
gelblich 


gelblich 
b) in diffusem Licht bei 19°C aufbewahrt 


4,8 


Temperatur 
62 
4,1 
66 
hell- 
braun | 


4,6 


56 
4,5 


a) dunkel bei 20°C aufbewahrt 


4,4 
gelblich 


56 
4,4 


50 


keine, 1 = sehr wenige, 7 = sehr viele Kristalle. 


Tabelle 9. Kristall- und Farbstoffbildung verschieden beimpjfter Kulturen von Lent. lep. auf Normalnihrlésung in Abhingigkeit von Licht und 
* 


Myceltrockengewicht in Milligramm 
MZM-Kristalle* im Substrat 


Myceltrockengewicht in Milligramm 
Substratfarbe 


MZM-Kristalle* im Substrat 


Pu im Substrat 
Substratfarbe 


pu im Substrat 
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Farbstoffbildung nur duBerst langsain erfolgt. Augenscheinlich wird 
durch niedere Temperaturen die Farbstoffsynthese starker gehemmt als 
die Kristallbildung. 

1. Veranderungen des C:N-Verhaltnisses der Nahrlosungen 
weisen, ahnlich wie bei Cer. coer. und End. vir. bei ZuckeriiberschuB 
(3°/) Glucose) keine direkten Beziehungen zu der Genese des MZM auf. 
Die Bildung von MZM ist hierbei meist in den niederen Konzentrationen 
am starksten, doch lassen sich diese Befunde nicht exakt reproduzieren. 


Tabelle 10. Ausbeute an MZM bei Lent. lep. auf Normalmedium mit 1°/, Glucose und 
wechselnden Mengen Ammoniumnitrat bzw. Asparagin 


Zahl der MZM-Gehalt in °/, 


pu im Substrat Durchschnitts- ; 
N-Gabe in °/, ee jeweils myceltrocken- kristall- bzw. auf Mycel- 
29 Kulturen gewicht in mg se sl i ars oat 
NH,NO, 0,05 2,9—4,0 60 = 1,1 
0,18 2,9—3,9 53 3 1,5 
Asparagin 0,05 4 56 — 154 
0,18 3,9—6,0 60 4 155 
0,48 4,2 67 — 0,96 
0,72 4,6 56 — 0,94 


Demgegeniiber sind die Ergebnisse der Kulturreihen mit geringerem 
C-Gehalt (1°/, Glucose) eindeutig und entsprechen der bereits durch die 
Untersuchungen an Cer. coer. und End. vir. bestatigten Vorstellung iiber 
die Entstehung sekundarer Produkte im Rahmen eines ,,overflow meta- 
bolism‘‘ (Tab.10). Daraus geht hervor, daB das meiste MZM nicht bei 
dem gréBten UberschuB an Glucose entsteht, sondern bei einem ganz 
bestimmten C:N-Verhaltnis. Da die Mycelgewichte keinen unmittelbaren 
Zusammenhang zwischen Plasmasynthese und MZM-Produktion erken- 
nen lassen, diirfte sich das Optimum fiir die MZM-Synthese bei dem 
C:N-Verhiltnis einstellen, das einerseits gentigend C-UberschuB fiir den 
overflow metabolism‘, andererseits noch genitigend N fiir die erforder- 
lichen Enzymsynthesen bietet. 

2. Ersetzt mandie Glucose durch andere C- Quellen, so erweist 
sich, im Gegensatz zu den beiden Ascomyceten, Glycerin als besser ver- 
wertbar, wihrend Athanol und ebenso die Krebscyclus-Zwischenprodukte 
relativ schlecht assimiliert werden. Die Bildung von MZM ist in Kulturen 
mit Glycerin entsprechend dem Wachtum bei weitem am stirksten, 
glucosehaltige Kulturen folgen. Die anderen verwendeten C- Quellen, ein- 
schlieBlich Cellulose, fiihren bei gleichzeitig schwachem bis maBigem 
Wachstum nur zu einer sehr geringen Ausbeute an MZM. Dies trifft auch 
fiir Inosit zu, obwohl diese Verbindung (PancH 1950) als hypothetischer 
Grundk6rper aromatischer Pflanzenstoffe genannt wird. 
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3. Der Ersatz von Asparagin durch andere Aminoséuren 
wirkt sich hinsichtlich der Bildung von MZM dann am deutlichsten aus, 
wenn im Substrat relativ niedere Zuckerkonzentrationen (1°/, Glucose) 
vorliegen (Tab.11). Aus dieser Tabelle ergeben sich bemerkenswerte 


Tabelle 11. Mycelgewicht, Kristall- und Farbstoffbildung von Lent. lep. 
in Normalnihrlésung mit 1°/, Glucose und verschiedenen N-Quellen 


Maximales 
Myceltrocken-)Kristall-| MZM- 
Kon- | wiichsig-| gewicht |bildung*] Roh- |  Substrat- 
N-Quelle zentrat| eit je 50 cm? von | extrakt farbe 
in °/o Nahrlésung | MZM |°/, i. Tr. 
in mg 
1. Pepton 0,15 | sehr 124 Age 5,2 | braun 
rasch 
2. Leucin 0,4 | rasch 115 6 3,6 | braun 
3. Asparaginsaure 0,5 96 — schwarz- 
+ Tyrosin 0,1 | rasch braun 
4, NH,NO, 0,2 | rasch 91 6 3,6 | braun 
5. Asparaginsaure 0,3 | rasch 88 — schwarz- 
+ Tyrosin 0,05 braun 
6. Leucin 0,6 | rasch 86 if 5,2 | hellbraun 
7. Alanin 0,4 | maBig 84 3 1,7 | dunkelbraun 
8. Asparagin 0,2 | rasch 75 1 6,8 | dunkelbraun 
9. Asparagin 0,4 | rasch 73 4,5 3,4 | dunkelbraun 
10. Glycin 0,4 | maBig 68 — dunkelbraun 
11. Glutaminsaure 0,6 | maBig 65 5 3,6 | dunkelbraun 
12. Asparaginsaure 0,2 | rasch 61 3,5 1,5 | dunkelbraun 
+ Alanin 0,2 
13. Valin 0,6 | langsam 59 — dunkelbraun 
14. Asparaginsiure 0,3 | maBig 58 — dunkelbraun 
-- p-Aminobenzoe- 
saure 0,05 
15. Glutaminsiure 0,4 | maiBig 57 2,5 dunkelbraun 
16. Valin 0,4 | langsam 56 _— dunkelbraun 
17. Glycin 0,6 | maBig 51 0,5 dunkelbraun 
18. Asparaginsiure 0,4 | sehr 48 1 dunkelbraun 
19. Asparaginsiure 0,6 | langsam) 48 1 dunkelbraun 
20. Tryptophan 0,4 | sehr 48 — braun 
langsam 
* — — keine, 1 = sehr wenige, 7 = sehr viele Kristalle. 


Beziehungen zwischen erreichbarem Mycelgewicht und MZM-Bildung. 
Abgesehen von Tyrosin und Phenylalanin, die in einen Farbstoff ein- 
gehen und nicht zur MZM-Synthese verwendet werden, zeigt es sich, daB 
die Bildung des Zimtsaurederivates unter relativ geringem Energie- und 
Baustoffverbrauch neben der Synthese des Zellmaterials erfolgt. Dem- 
gegeniiber erfordert die Assimilation des Stickstoffs einiger Aminosiuren 
anscheinend zum Teil sehr viel Glucose, die dann bei der Mycelbildung 
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fehlt. Auffallig ist dabei, daB Mischungen von zwei oder drei Aminosiuren 
auch dann ,,glucosesparend‘‘ wirken, wenn die Einzelbestandteile dieser 
Mischungen fiir sich allein schlecht verwertet werden. 


Die Tatsache, da8 aus Tyrosin und Phenylalanin als méglichen Grund- 
kérpern der MZM-Synthese fast ausschlieBlich Farbstoff gebildet wird, 
kann als weiteres Zeichen fiir eine gewisse Konkurrenz dieser beiden 
Prozesse um Vorstufen gewertet werden. 


Erhéht man unter Beibehaltung der verschiedenen Aminosaduren die 
Menge der Glucose von 1°/, auf 3°/,, so wird zwar mehr Zellmaterial 
gebildet, die Produktion von MZM bleibt aber im wesentlichen die gleiche. 
Wie schon bei der Synthese des MHK, erweist sich auch hier nicht die 
Kohlenhydrat-Akkumulation an sich, sondern der Stoffumsatz als 
wesentlich fiir die Entstehung sekundarer Produkte. 


Vollig aus dem Rahmen fallen jedoch bei diesen Untersuchungen die 
Kulturen mit Leucin und Valin. Mit Leucin als einziger N- Quelle ent- 
steht aus 3°/, Glucose die doppelte Menge MZM wie aus 1°/, Glucose, 
namlich 11,2°/) ,,Rohextrakt“ oder 9,9°/, reines MZM. Valin und 3°/, 
Glucose fiihren sogar zu einer Ausbeute an MZM, die ein Mehrfaches der 
mit 1°/, des Zuckers gebildeten Menge betragt. Méglicherweise eignet 
sich das C-Geriist dieser Aminosaduren besonders gut zum Aufbau dieses 
sekundaren Stoffwechselproduktes. Doch muB auch an eine Umstim- 
mung des Stoffwechsels durch ein Uberangebot bestimmter, von Valin 
und Leucin ableitbarer Verbindungen gedacht werden. 


4. Die Wirkungen von Inhibitoren auf das Wachstum von Lent. 
lep. wurden bereits friiher (SPRECHER 1961) aufgezeigt. Ihr KinfluB auf 
die Bildung von MZM scheint weitgehend indirekt zu sein, doch ent- 
spricht er nicht véllig demjenigen, den sie auf die Produktion des athe- 
rischen Ols bei Cer. coer. und End. vir. ausiiben. Zwar wirkt KCN auch 
bei Lent. lep. selbst in héheren Konzentrationen (0,013 °/,) in der Regel 
férdernd auf die MZM-Bildung, dagegen hemmt As,O;, das die MHK- 
Synthese noch positiv beeinfluBt, die Produktion des Zimtsaurederivates. 
Auch bei As,O,-Zusatz ist zwar ein kraftiges Mycelwachstum, aber nur 
geringe MZM-Bildung zu verzeichnen. Im Hinblick auf die spater zu 
erorternde Fermentwirkung bei der Farbstoffbildung ist jedenfalls 
interessant, daB der Tyrosinase-Hemmstoff KCN die MZM-Synthese, 
As,O, jedoch, das die Polyphenoloxydase nicht hemmt (Dawson u. 
MAGEE 1955), die Farbstoffbildung fordert. 


5. Die Rolle des Sauerstoffs bei der Farbstoff- oder MZM-Bildung 
lie8 sich durch Verminderung der Sauerstoffspannung mittels N,- 
Atmosphare mit und ohne Pyrogallolzusatz und durch Oberflachenkultur 
mit und ohne Beliiftung nachweisen. Dabei ergab sich, daB niedere 
Sauerstoffspannungen die Farbstoffbildung stark, die Kristallsynthese 
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aber nicht hemmen. Bereits durch geringe einmalige Beliiftung, die még- 
licherweise aber auch durch Entfernen gasformiger Hemmstoffe tiber dem 
Mycel wirksam sein kann, kommt es zu einer Férderung von Wachstum 
und MZM-Produktion. Bei starkerer Beliiftung jedoch iiberwiegt schlieB- 
lich die Farbstoffbildung eindeutig, wihrend die MZM-Synthese mehr 
und mehr unterdriickt wird. 

Dieses Ergebnis stimmt ausgezeichnet mit der Feststellung iiberein, 
daB Kristalle vor allem durch Submersmycel gebildet werden, wahrend 
reines Oberflachenmycel bevorzugt den Farbstoff hervorbringt. Auf die 
besonderen Bedingungen der Schiittelkultur, bei der schlieBlich die MZM- 
zugunsten der Farbstoffbildung vdéllig unterdriickt wird, soll bei den 
Fermentuntersuchungen naher eingegangen werden. 

Zusammenhange zwischen dem Auftreten der primaren und 
dem der sekundiren Stoffwechselprodukte lassen sich bei Lent. 
lep. kaum entdecken. Zwar konnten ebenfalls alle durch EBERHARDT 
(1956) bereits identifizierten und teilweise als Vorlaufer von MZM postu- 
lierten Zwischenprodukte nachgewiesen werden, doch ist deren Auftreten 
fiir sich noch kein Beweis fiir ihre ,,precursor‘‘-Natur. Ein eindeutiger 
Anstau dieser Verbindungen durch die veranderten Kulturbedingungen, 
der auf Beziehungen zu den daraus gespeisten sekundaren Stoffen 
schlieBen laBt, war nicht zu verzeichnen. Augenscheinlich ist der Grund- 
stoffwechsel auBerordentlich anpassungsfahig und der Anfall der daraus 
resultierenden freien primiren Stoffe, abgesehen von den allgemeinen 
Veranderungen wahrend des Wachstums, von einer bemerkenswerten 
Konstanz. Selbst eine Verbindung wie die Sedoheptulose und ihre 
Phosphate, die als Vorlaiufer aromatischer Kérper nachgewiesen sind 
(Davis 1955), und die Esrruarpt (1955, 1956) in das Biosynthese- 
schema des MZM einfiigte, lieBen keine Beziehung zwischen ihrem Auf- 
treten und der MZM-Produktion erkennen. 

Von den sekundaren Stoffwechselprodukten, denen unter Umstanden 
die Rolle eines Zwischenproduktes bei der MZM- oder Farbstoffsynthese 
zukommt, hat erst kiirzlich SHimazono (1959) berichtet und dem Methy]l- 
ester der p-Cumarsaure eine wesentliche Bedeutung zugemessen. SHIMA- 
ZONO konnte durch Isotopenversuche wahrscheinlich machen, daB Lent. 
lep. aus dem p-Cumarsiureester durch Methylierung den MZM bildet. 
Ferner gelang es diesem Autor, die enzymatische Oxydation des p-Cumar- 
sdureester zu einem braunen Farbstoff mit Mycelextrakten aus Lent. lep. 
durchzufiihren. Auf Grund der Hemmung der Reaktion durch CN- oder 
durch anaerobe Verhaltnisse halt SHmtazono es fiir wahrscheinlich, daB 
Tyrosinase die Farbstoffbildung bei Lent. lep. bewirkt oder mindestens 
einleitet. Kigene Untersuchungen hatten in der Tat auch schon friiher 
Zusammenhinge zwischen der Farbstoffsynthese bei Lent. lep. und dem 
Vorhandensein einer Tyrosinase ergeben. Sie erginzen zusammen mit 
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neueren Versuchen eindrucksvoll die Ergebnisse von SHIMAzoNO und 
bestitigen weitgehend seine Folgerungen. 

Die allgemeine Priifung auf Phenolasen (siehe Methode) ergab 
im Substrat héchstens zum Zeitpunkt der Autolyse eine gewisse Akti- 
vitat, wahrend Mycel- bzw. Mycelextrakte, Dopa rasch und leicht, 
Tyrosin etwas langsamer und p-Cresol erst nach einer gewissen Induk- 
tionszeit oxydierten. Das py-Optimum der Reaktion liegt im allgemeinen 
etwa zwischen py 5,2 und 5,6, selten bei einem héheren pu (etwa 6,8). 


Tabelle 12. T'yrosinaseaktivitdt von Lent. lep.-Kulturen verschiedener 
Entwicklungsstadien auf Normalnihrlésung 


Mycel- pu der MZM- Phencis Tyrosinaseaktivitat im Mycel- 


Farbe der 


ewicht | Nahr- es Kristall- | i patealey seen peopel bei De 
ei mg lésung ne pe N ae : 42 5,6 6.8 
15 4,7 farblos — — — — —— 
50 4,6 | gelblich — — — Spur — 
75 3,8 | gelb sehr |SpurIFM*] 0,12 0,26 0,02 
stark 
75 3,8 hellbraun — Spur IFM*| 0,3 0,5 0,3 
160 G63 hellbraun — Spur IFM* | 0,31 0,76 0,16 
170 5,9 dunkelbraun — — 0,4 0,7 0,23 


* — iso-Ferulasduremethylester. 


Eine geringe Oxydation von Guajacol erfolgt gelegentlich nach einer 
Hinwirkungszeit von 2 Tagen, allerdings nur bei niederen py-Werten. 
Durch Dialyse gereinigte Enzymzubereitungen reagieren mit p-Cresol 
noch langsamer, als unbehandelte Mycelextrakte. Diese Eigenschaften 
weisen alle auf eine o-Polyphenyloxydase hin (HERRMANN 1954), was 
den Befunden von SHiMAzono insofern nicht widerspricht, als dieses 
Enzym unter bestimmten Bedingungen auch die Oxydation von Mono- 
phenolen katalysieren kann. Wie die Versuche zeigten, sind diese Bedin- 
gungen bei Lent. lep. in der Tat gegeben. Die quantitativen Messungen 
der Tyrosinaseaktivitét wurden daher zur Erfassung der Wirkung gegen- 
iiber Monophenolen photometrisch und manometrisch grundsatzlich an 
p-Cresol als Substrat durchgefiihrt. 

Die Aktivitat des Enzyms steigt im allgemeinen mit dem Pilzwachstum 
bis zu einem Maximum an (Tab. 12). DieTabelle zeigt, daB bei gleichem py 
des Substrates und etwa demselben Gehalt an freien phenolischen Ver- 
bindungen dieselbe Mycelmenge mit MZM-Kristallen eine wesentlich 
geringere Tyrosinaseaktivitat aufweist, als ohne MZM. Vergleicht man die 
Fermentaktivitét in den drei verschiedenen Pufferlésungen, so fallen 
gewisse Verschiebungen des Optimums im Laufe der Entwicklung auf. 
Auch kann das Enzym gegeniiber verschiedenen Substraten unterschied- 
lich reagieren. Mit Tyrosin und Dopa bildet sich als Reaktionsprodukt 
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ein grauer oder schwarzer Niederschlag von Melanin, der ohne diese 
Zusaitze bei Lent. lep. nicht entsteht. Durch die Oxydation des p-Cresols 
entsteht dagegen ein wenigstens farblich dem natiirlichen Farbstoff ent- 
sprechendes Produkt. 

Sowohl die eigenen Untersuchungen (SPRECHER 1957), wie die von 
Suimazono (1959) hatten ergeben, daB Schiittelkulturen nicht nur die 


Tabelle 13. T'yrosinaseaktivitat von Lent. lep. in Normalnahrlisung mit und ohne 
Zusatz von MZM 


Tyrosinaseaktivitat 


Alter des 
= Alter der} px der im Mycelextrakt 
wee vauae Kultur | Nahr- gegen p-Cresol bei px 
in Tagen in Tagen | lésung r, Ba = 
a) in Schittelkultur 
17 0,1 7 4,4 | gelb IFM* 0,5] — — a 
17 — a 4,2 dunkelgelb |IFM 1 — — a 
17 0,1 16 4,0 | gelb IFM 1 — | Spur| — 
17 _- 16 4,0 |rotbraun |IFM 5 0,12 | 0,5 0,16 
150 0,1 7) 5,0 gelbbraun oo 0,05") "0,26 | 70,12 
150 — 7 5,1 dunkelgelb — 0,02 | 0,04 | 0,01 
150 0,1 16 4,1 gelbbraun |IFM 1,5] 0,01 | 0,03 — 
150 — 16 4,0 gelbbraun |pCM* 1,5] 0,04 | 0,21 | 0,03 
b) in Oberflachenkultur 
17 0,1 7 4,6 farblos — 
17 — 7 4,7 farblos — — = = 
iby 0,1 16 4,5 leicht IFM Sp. 
17 — 16 4,7 gelblich IFM 0,5 
150 0,1 7 4,9 dunkelgelb = 0,02 | 0,1 0,1 
150 -- 7 4,7 dunkelgelb — 0,02 | 0,1 0,11 
150 0,1 16 4,4 |dunkelgelb}IFM Sp.) — — — 
150 — 16 4,7 gelblich IFM 1 0,02 | 0,05 | 0,06 


* — IFM = iso-Ferulasiiuremethylester 
pCM = p-Cumarsiuremethylester und drei weitere Phenole. 


Farbstoffbildung férdern, sondern auch die MZM-Synthese unterdriicken 
und sogar gebildete Kristalle wieder zum Verschwinden bringen. Durch 
Zusatz von MZM zu Oberflichen- und Schiittelkulturen sollte eine even- 
tuelle Wirkung dieser Verbindung auf die Tyrosinaseaktivitit nach- 
gewiesen werden. Fiir die Untersuchung wurde junges, weiBes oder 
physiologisch alteres, braunes Mycel als Impfmaterial verwendet. Das 
Impfstiick entsprach jeweils etwa 10 mg Myceltrockengewicht (Tab. 13). 
Die Ergebnisse zeigen, daf ailteres Mycel relativ viel Tyrosinase mitbringt. 
In den Oberflachenkulturen kommt es, trotz des Neuzuwachses, zundchst 
zu einer Verringerung der Fermentaktivitat. Dies bestiatigt eindeutig den 
bereits aus Tab.12 gewonnenen Hindruck, da junges Lent. lep.-Mycel 
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hur geringe Tyrosinaseaktivitiat aufweist. Der Riickgang der Phenolase- 
aktivitat ist in Schiittelkulturen nur dann zu beobachten, wenn diesen 
zuvor einige MZM-Kristalle zugesetzt wurden. Ohne MZM tritt unter 
diesen Bedingungen eine Aktivitatssteigerung ein. Schiittelkulturen mit 
17 Tage altem, weiffem Mycel verhalten sich ebenso, wahrend Ober- 
flichenkulturen, die aus gleichaltem Mycel hervorgingen, keine Ferment- 
aktivitaét besitzen. 

Die bis jetzt gewonnenen Ergebnisse berechtigen zu folgenden Schliis- 
sen: 1. Die Tyrosinaseaktivitat entspricht in Oberflachenkulturen etwa 
der Menge und dem physiologischen Alter des Mycels. 2. Unter den 
Bedingungen der Schiittelkultur wird die Aktivitéat dieses Fermentes bei 
kraftig wachsendem Mycel weit iiber das normale MaB hinaus geférdert. 
3. MZM hemmt dagegen die Tyrosinaseaktivitaét gerade im ersten Wachs- 
tumsstadium und reduziert sie, wenn man die MZM-Kristalle alteren 
tyrosinasehaltigen Kulturen zusetzt. 

Damit findet auch der Befund von Sutazono (1959), daB der 
p-Cumarsaduremethylester nur in MZM-haltigen Schiittelkulturen nach- 
weisbar ist, eine eindeutige Erklarung. Durch die voriibergehende Hem- 
mung der Tyrosinase kommt es unter diesen Bedingungen zunachst nur 
zu einer Entmethylierung des MZM. Da die Weiteroxydation des dadurch 
entstandenen p-Cumarsdureesters in diesem Zeitraum unterbleibt, 
sammelt er sich kurzfristig im Substrat an. 

Die auBerordentlich starke Tyrosinaseaktivitét in Schiittelkulturen 
legt die Frage nahe, inwieweit das verstiarkte O,-Angebot oder andere 
Faktoren dafiir verantwortlich sind. Durch Beliiftung von Oberflachen- 
kulturen wurde diesen eine gréBere Sauerstoffmenge zugefiihrt, als innen 
unter Normalbedingungen zur Verfiigung steht, doch ergab dies keine 
wesentliche Steigerung der Cresolaseaktivitat. Eine Einschrankung der 
Fermenttatigkeit kann dagegen dann erwartet werden, wenn den En- 
zymen nur beschrainkte Mengen von Vorstufen, Wasserstoffiibertrager 
oder Sauerstoff zur Verfiigung stehen. In rasch wachsenden Mycelien von 
Oberflichenkulturen kénnte dieser Fall durch Diffusionsschwierigkeiten 
durchaus eintreten, zumal die Tyrosinase nur im Mycel lokalisiert ist. 
Die relativ groBe Oberflache der aus dauernd bewegten, kleinen Fléck- 
chen bestehenden Schiittelkulturen beseitigt diesen Engpai. Hierin 
diirfte wohl der Hauptgrund fiir die erhéhte Tyrosinaseaktivitat in 
Schiittelkulturen zu suchen sein. Hine Bestitigung dieser Vermutung 
erbrachte die Untersuchung von zwei Schiittelkulturen, die sich nur 
dadurch unterschieden, da& in einem Fall diinne Mycelflockchen, im 
anderen aber eine kompakte Mycelkugel geschiittelt wurde. Obwohl 
die dichte Mycelmasse gegeniiber der fein verteilten das doppelte 
Trockengewicht aufwies, war doch ihre Tyrosinaseaktivitat nur halb 


so stark. 
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Zu dieser Vorstellung paBt sehr gut, daB nach volligem Verbrauch der 
C- Quelle und mit Wiederansteigen des py-Wertes, jedoch noch vor der 
Autolyse, die Tyrosinaseaktivitat in Schiittel- und Oberflachenkulturen 
das Maximum erreicht. Nach dem Aufhéren der starken Zellvermehrung 
ist ja die Stoffbilanz in der Kultur ausgeglichener. Zusatzlich kann die 
verstarkte Tyrosinaseaktivitat auch noch mit der gesteigerten Perme- 
abilitaét alterer Zellen zusammenhidngen. Ein Bild der gegensatzlichen 
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Abb. 1. Sauerstoffverbrauch bei der enzymatischen Oxydation 
von p-Cresol durch weiBes bzw. braunes Lent. lep.-Mycel 
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Abb.2. Sauerstoffverbrauch bei der Veratmung von Glucose 
durch weiBes bzw. braunes Lent. lep.-Mycel 


Verhaltnisse zwischen 
jungen und alten Kul- 
turen gibt der O,-Ver- 
brauch wihrend der 
Zuckeratmung einerseits 
und der enzymatischen 
p-Cresoloxydation ande- 
rerseits (Abb.1 und 2). 
Vergleicht man _ die 
fluorescierenden pheno- 
lischen und nichtpheno- 
lischen Bestandteile des 
Atherextraktes aus dem 
Substrat verschieden be- 
handelter Oberflachen- 
Kulturen  chromatogra- 
phisch, so kann man im 
Verlauf des Wachstums 
ihre Zunahme bis zu einem 
Optimum feststellen, das 
etwa mit dem der Tyro- 
sinaseaktivitat | zusam- 
menfallt. Zahl und Menge 
dieser Stoffe verringert 
sich dann anschlieBend, 
und es treten dafiir fiinf 
verschiedene gelbe bis 


braune Farbstoffkomponenten auf. Der Farbstoffkomplex lést sich unter 
Farbvertiefung besonders gut in starken Alkalien, dagegen kaum in orga- 
nischen Lésungsmitteln. Die Untersuchungen iiber die Natur des Farb- 


stoffes sind noch im Gange. 


Von den phenolischen Verbindungen im Substrat konnten in Uber- 
einstimmung mit SHIMAZONO (1959) Isoferulasiiuremethylester und p-Cu- 
marsduremethylester chromatographisch nachgewiesen werden. Unter 
gewissen Umstanden wurde auch die p-Cumarsiure gefunden. Zwei weitere 
phenolische Verbindungen konnten bis jetzt nicht identifiziert werden. 
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Durch die Analyse der Kulturen nach Zugabe einiger der gefundenen 
Stoffwechselprodukte und anderer méglicher Zwischenprodukte waren 
weitere Aufschliisse iiber den Stoffwechsel, der einerseits zu Farbstoffen, 
andererseits zu MZM fiihrt, zu erwarten (Tab. 14a). 


Interessanterweise tritt nach Zusatz von Caffeeséiure zundchst kaum 
eine Farbstoffbildung ein, obwohl dies nach dem Biosyntheseschema von 
Summazono (1959) zu erwarten wire. Im Gegenteil ist diese Saure die 
einzige der untersuchten Verbindungen, die in diesem Wachstums- 
stadium eine starke MZM-Synthese hervorruft. Méglicherweise ver- 
schiebt ihr Uberangebot das Reaktionsgleichgewicht zwischen dem 
p-Cumarsdureester, dem MZM und dem Caffeestureester zugunsten der 
MZM-Bildung. Es konnte jedoch erwartet werden, da durch die Bedin- 
gungen der Schiittelkultur in Analogie zu der dadurch beschleunigten 
Oxydation des MZM, auch dieses Diphenol rasch in den Stoffwechsel ein- 
bezogen wiirde. Das war tatséchlich der Fall. Der Pilz bildet in Schiittel- 
kulturen auch nach Caffeesiurezugabe kein MZM, vielmehr entsteht 
sofort ein brauner Farbstoff. Gleichzeitig 1aBt sich eine entsprechende 
Tyrosinaseaktivitét nachweisen. Selbst aus der p-Cumarsaure entsteht 
unter diesen Bedingungen ein Farbstoff, jedoch ohne daB dabei eine 
Fermentaktivitaét gegen p-Cresol auftritt. 


Im Gegensatz zu Oberflichenkulturen waren in Schiittelkulturen 
héchstens in Ausnahmefiallen noch freie Phenole nachzuweisen. Die enzy- 
matische Oxydation der Phenole ist offenbar durch lingeres Schiitteln so 
stark begiinstigt, daB kaum Zwischenprodukte liegen bleiben. Allerdings 
entsprechen sich hier, wie auch in den Oberflaichenkulturen, Farbstoff- 
bildung und Cresolaseaktivitaét nicht immer. 


Die Untersuchung der in Tab.14a aufgefiihrten Kulturen zu einem 
spateren Zeitpunkt rundet das vorliufige Bild zunachst ab (Tab.14b). 
Hier werden die bereits zuvor gemachten Befunde im wesentlichen be- 
statigt. In den Kulturen ohne Zusitze kam es zu einer starken Ausbildung 
von MZM-Kristallen; erwartungsgemaéB ging dabei die Tyrosinase- 
aktivitaét zuriick. Im Gegensatz dazu nahmen die MZM-Kristalle sowohl 
in den ,,MZM*-, als auch in den ,,Caffeesiiurekulturen’’ ab, wihrend 
gleichzeitig Tyrosinaseaktivitaét und Farbstoffproduktion stark anstiegen. 
Kine Ausnahme bildet die p-Cumarsiure, die immer nahezu unverandert 
in den Kulturen nachzuweisen war. 


Allgemein lassen sich nunmehr die verschiedenen Befunde zusammen- 
fassen: Bei Zusitzen von MZM-Kristallen, p-Cumarsiure und bis zu 
einem gewissen Grad auch von Caffeesiure zu Lent. lep.-Kulturen ist 
unter den Bedingungen der Oberflichenkultur gegeniiber Kontrollen 
relativ lange Zeit keine Tyrosinaseaktivitaét gegen p-Cresol nachweisbar. 
Dies liegt sicher zum Teil an der Schwerléslichkeit dieser Verbindungen 
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in der Kulturfliissigkeit. Da MZM, p-Cumarsiiure und Zimtséuremethyl- 
ester als Hinzelsubstanzen aber auch von gereinigter Pilztyrosinase 
(WoRTHINGTON) nicht veriindert werden und p-Cresol wie auch Caffeesiure 
allein erst nach einer gewissen Latenzperiode reagieren, besteht dariiber 
hinaus die Méglichkeit, daB eine Tyrosinase unter den verschiedenen 
Kulturbedingungen zwar vorhanden, aber nicht aktiv ist, weil gleich- 
zeitig einige ,,Aktivatoren‘‘ fehlen. Papierchromatographische und enzy- 
matische Vorversuche lassen dies durchaus mdglich erscheinen. 

Das Vorhandensein einer Substrat- und Mycelfirbung ohne Cresolase- 
aktivitaét weist ferner auf die Méglichkeit einer Farbstoffbildung auch 
ohne die katalysierende Wirkung dieses Enzyms hin. Weitere Unter- 
suchungen sollen zunachst den iiber die Tyrosinase fiihrenden Weg 
vollends sicherstellen und dann priifen, inwieweit gegebenenfalls eine 
spontane Reaktion zwischen o-Chinonen und Monophenolen (KErrész 
1952) eine nichtenzymatische Oxydation bewirken kann. Einige An- 
zeichen deuten auBerdem auch auf die Méglichkeit hin, daB die Tyro- 
sinase unter bestimmten Umstaénden den Schwerpunkt ihrer Aktivitat 
zwischen dem einer Cresolase und einer Catecholase verschieben kann 
(Nzetson u. Dawson 1944). 


3. Wirkungen der ausgeschiedenen Verbindungen auf fremde 
Organismen 


Da viele Pilze Substanzen ausscheiden, die auf andere Organismen 
antibiotisch wirken, lag es nahe, auch die drei verwendeten Pilze und die 
von ihnen produzierten Verbindungen in ihrer Wirkung auf verschiedene 
Bakterien zu priifen. Bei Lent. lep. zeigte weder das unbehandelte noch 
das 3 min gekochte Substrat autolysierender oder kraftig wachsender 
Kulturen eine nennenswerte Hemmung auf die untersuchten Test- 
organismen. Auch die p-Cumarsaure und der MZM in gesattigten waBri- 
gen Lésungen geben wohl infolge ihrer geringen Wasserléslichkeit kaum 
einen antibiotischen Effekt. Bac. mesentericus wurde im Cylindertest 
durch Lent. lep.-Substrat sogar gefordert. 

Ein ahnliches Bild bietet sich bei den Ascomyceten. Auch hier hemmt 
keine der verschiedenen Substratzubereitungen. Nur die gesattigte MHK- 
Lésung zeigt eine geringe antibiotische Wirkung gegentiber Bact. proteus. 
Dagegen fordert besonders das Substrat kraftig wachsender Cer. coer.- 
Kulturen eine ganze Anzahl der Testorganismen, insbesondere im Cylin- 
der- und im Lochtest. 

In Mischkulturen mit verschiedenen Holzzerstérern war ein ausgespro- 
chener Hemmeffekt durch Lent. lep. in keinem Falle festzustellen. 

Diese in der Kultur unter optimalen Bedingungen gewonnenen Ergeb- 
nisse lassen sich zwar nicht ohne weiteres auch auf die natiirlichen 
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Verhiltnisse iibertragen, doch ist wahrscheinlich, da keiner der aus- 
geschiedenen Substanzen im Konkurrenzkampf der Organismen eine 
besondere Rolle als Antibioticum zukommen diirfte. 


C. Diskussion 


Im allgemeinen werden die sogenannten sekundaren Stoffwechsel- 
produkte in ihrer Masse als Exkrete, also als Stoffwechselendprodukte, 
angesehen. RarsTrick (1949) folgerte jedoch aus seinen umfangreichen 
Untersuchungen, daB diese Stoffe bei Pilzen keineswegs Nebenprodukte 
ohne weitere biologische Bedeutung seien. Er begriindet diese Aussage 
mit der Menge, in der diese Stoffe oftmals anfallen, und daB sie haufig 
wieder véllig verschwinden und zum Teil sogar veratmet werden. Einige 
dieser Stoffwechselprodukte kénnten eine Rolle als Antibiotica spielen, 
andere méglicherweise an Redoxprozessen in der Zelle beteiligt sein. 

Bei keinem der in vorliegender Arbeit untersuchten Organismen oder 
Stoffe konnte jedoch ein antibiotischer Effekt festgestellt werden. Eben- 
sowenig lieB sich eine wesentliche Rolle in einem lebenswichtigen Vor- 
gang nachweisen. Im Gegenteil ergaben bei Cer. coer. und End. vir. die 
Kulturen mit geringer Produktion an sekundaren Stoffen héhere Mycel- 
gewichte. Damit scheinen, wie bereits friiher an einer hoheren Pflanze 
festgestellt (SPRECHER 1956), auch bei den untersuchten Pilzen die sekun- 
daren Stoffwechselprodukte im ,,overflow metabolism‘ anzufallen, wie 
dies bei einigen freien primaren Stoffen bereits nachgewiesen werden 
konnte (SPRECHER 1961). Ein méglicher Nutzeffekt fiir den betreffenden 
Organismus ist damit rein akzessorisch. 

Auch die Ausscheidung bzw. Abscheidung (KissmRr 1958) der sekun- 
daren Produkte unterliegt genau denselben Gesetzen, wie wir sie schon bei 
den primaren Stoffen festgestellt haben (SPRECHER 1960, 1961). Sie ist eine 
Frage der Léslichkeit und der Reaktionsfihigkeit der betreffenden Ver- 
bindung. Ob die ausgeschiedenen Produkte wieder weiterverandert 
werden, hangt im wesentlichen von der allgemeinen Stoffwechsellage ab, 
was besonders schén bei den niederen Carbonsiuren (SPRECHER 1961) 
und beim p-Methoxyzimtsiuremethylester zum Ausdruck kommt. 

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zwingen nach Vergleich 
mit der Literatur zu dem SchluB, daB jeder Ausscheidung der von Foster 
(1949) postulierte ,,overflow‘‘-Mechanismus zugrunde liegt. Dabei unter- 
scheiden sich primiire und sekundiire Stoffwechselprodukte nicht grund- 
satzlich, sondern lediglich graduell, indem die primaren Produkte meist 
relativ leicht wieder in den Stoffwechsel einbezogen werden kénnen. Ob 
eine ausgeschiedene Verbindung schlieBlich als Endprodukt liegen bleibt, 
ob sie wieder veratmet, in Redoxvorginge eingeschaltet oder als Anti- 
bioticum verwendet wird, hangt ausschlieBlich von ihrer Reaktions- 
fahigkeit und der jeweils gegebenen Stoffwechsellage ab. 
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Durch diese Uberlegungen ergeben sich schlieBlich auch enge Beziehungen 
zwischen dem ,,overflow‘‘-Mechanismus und der Bildung von Reservestoffen, was 
STEINER (1957) beziiglich der Fette bereits zeigen konnte. 


Der ,,overflow“ ist sicher in den meisten Fallen nicht eine allgemeine, sondern 
mehr eine 6rtliche Erscheinung, indem an Orten intensiven Stoffwechsels z.B. 
durch O,-Defizit ein Anstau bestimmter Verbindungen erfolgt und auf der anderen 
Seite jeder mégliche H-Acceptor gebraucht wird (HEwirr 1950). Ebenso kénnen 
Diffusionsschwierigkeiten oder Hemmstoffkonzentrationen (LANG 1953) eine Rolle 
spielen, was gerade die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen an Lent. lep. 
beweisen. Unter den Bedingungen eines értlich begrenzten O,-Defizits hat méglicher- 
weise die bereits erwihnte Hypothese von v. GurrENBERG (1951) auch fiir die 
Methylheptenylketon-Entstehung eine gewisse Bedeutung. 


Als Stiitze und gleichzeitige Begrenzung der hier entwickelten Vor- 
stellungen kann der aus den vorliegenden Untersuchungen in Uber- 
einstimmung mit Parc (1950) gewonnene Befund gelten, daB die sekun- 
daren Stoffwechselprodukte nicht einfach die Begleiter hoher Kohlen- 
hydratansammlungen sind, wiirde doch sonst bereits eine héhere Glucose- 
gabe ihre verstarkte Produktion bewirken. Sie sind vielmehr Zeugen 
eines intensiven, aber nicht optimal koordinierten Stoffumsatzes. — 
Damit erscheint allerdings Parcus Bezeichnung ,,luxurierender Stoff- 
wechsel“ nicht ganz gliicklich gewahlt, handelt es sich doch weniger um 
einen ,, UberfluB‘‘-Luxus, als vielmehr um eine Uberlaufreaktion im Sinne 
von Fosters ,,overflow metabolism“ (Foster 1949). 


Die Diskrepanz zwischen der oben zitierten Ansicht von RatstrioK, die 
sekundaren Stoffwechselprodukte der Pilze seien meist nicht End- 
produkte, und der verbreiteten Anschauung, die Masse dieser Stoffe 
waren Exkrete, die nicht weiter verandert wiirden, kann nunmehr 
beseitigt werden. Bei héheren und niederen Pflanzen werden Stoffe aus- 
geschieden, die unter Umstanden als Endprodukte des Stoffwechsels 
liegen bleiben kénnen. In ungleich stérkerem MaBe wie bei den héheren 
Pflanzen k6nnen sich jedoch bei den Pilzen die Stoffwechselsituationen 
aindern, womit bei ihnen auch wesentlich mehr die Méglichkeit gegeben 
ist, ausgeschiedene Stoffe wieder umzuwandeln. 


Zusammenfassung 

An den beiden Ascomyceten Endoconidiophora virescens Davids. und 
E. (Ceratocystis) coerulescens Miinch, sowie an dem Basidiomyceten 
Lentinus lepideus LL. wurden Synthese und Ausscheidung sekundarer 
Stoffwechselprodukte untersucht. 

Am Beispiel des mit den Terpenen verwandten Methylheptenon und 
des p-Methoxyzimtsaéuremethylesters sowie eines aromatischen Farb- 
stoffes lieB sich zeigen, daB diese chemisch und hinsichtlich des Biosyn- 
theseweges verschiedenen Verbindungen im ,,overflow metabolism” ent- 


stehen und ausgeschieden werden. 
22* 
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Gegeniiber den primaren Stoffwechselprodukten lassen sich Biogenese 
und Ausscheidung der sekundaren Stoffe wesentlich stirker beeinflussen. 
Unter gewissen Bedingungen kann sogar die Synthese bestimmter Ver- 
bindungen vollig unterbleiben. 

Eine nennenswerte antibiotische oder wesentliche metabolische Akti- 
vitét ausgeschiedener Stoffwechselprodukte liegt bei den drei Pilzen 
nicht vor. 

Die Ergebnisse wurden mit den Befunden anderer Autoren verglichen 
und die gemeinsamen Grundlagen aller pflanzlichen Stoffausscheidungen 
diskutiert. 
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28. Mitteilung 
Die ,,in vitro“-Resistenz gegen Ferrimycin 


Von 
E. BACHMANN und H. ZAHNER 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 29. Oktober 1960) 


Ferrimycine sind charakteristische Vertreter aus der Gruppe der Si- 
deromycine (BiIcKEL u. Mitarb. 1960, 1). Sie enthalten Eisen, zeigen ge- 
kreuzte Resistenz mit Grisein (REYNOLDS u. Mitarb. 1947) und Albo- 
mycin (GAUSE u. BRAzHNIKOovA 1951), und werden durch Ferrioxamine 
in ihrer Wirkung aufgehoben (BicKELu. Mitarb. 1960, 1). Sie zeigen auch 
das fiir Sideromycine charakteristische, gehaufte Auftreten von resisten- 
ten Keimen. 

Rasche Entstehung von Resistenz gegen Sideromycine wurde bereits 
1948 von RrynoLtps u. WaksMAN beim Grisein beobachtet und am 
Beispiel von Escherichia coli (Migula) Castellani et Chalmers eingehend 
untersucht. Sie fanden einen resistenten Keim auf 10*—10° empfindliche. 
GaARROD u. WATERWORTH (1956) bestatigten die rasche Resistenz-Ent- 
stehung beim Albomycin. SENnstr u. TrmBat (1959) verdffentlichten noch 
hohere Resistenzraten fiir die Antibiotica LA 5352 und LA 5937. In allen 
Fallen entstand die Resistenz in einem Schritt. Die Sideromycine sind 
demnach in bezug auf die Entstehung von Resistenz (Einteilung nach 
DermerRec 1948) dem Streptomycin-Typus zuzuordnen, doch sind die 
Resistenzraten bei den Sideromycinen noch um ein bis zwei Zehner- 
potenzen hoher als bei Streptomycin (Zusammenstellung bei GILLISSEN 
u. GILLISSEN 1960). 

Folgende Beobachtungen gaben den Ansto8 zu den vorliegenden 
Untersuchungen: 

1. Bei der Bestimmung der ,,in vitro‘. Wirkung von Ferrimycin- 
Praparaten im routineméBigen Verdiinnungsreihentest [Fleischextrakt- 
Pepton-Nahrlésung (Rezept im II. Abschnitt), visuelle Auswertung nach 
24 und 48 Std] zeigt Ferrimycin selbst in hohen Konzentrationen keine 
Wirkung gegen die gepriiften Keime Bacillus subtilis Cohn emend. Praz- 
mowski und Staphylococcus aureus Rosenbach, obwohl dieselben Prapa- 
rate im Plattendiffusionstest (Fleischextrakt-Pepton-Agar) gegen die 
gleichen Organismen hoch aktiv sind. Die gewachsenen Keime erweisen 
sich als Ferrimycin-resistent (Bestimmung im Plattendiffusionstest). 
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2. Die Empfindlichkeit von Bacillus subtilis gegen Ferrimycin im 
Plattendiffusionstest hangt vom verwendeten Nahrboden ab (Tab. 1). 
Auf einen ,,synthetischen‘‘ Agar ausgesat, sinkt die Empfindlichkeit von 
Bacillus subtilis gegen Ferrimycin auf einen kleinen Bruchteil der 
normalen Empfindlichkeit ab (Rezept des ,,synthetischen‘‘ Agars im 
II. Abschnitt). Werden Keime aus den Versuchen mit ,,synthetischem“ 


Tabelle 1. Die Hmpfindlichkeit von Bacillus subtilis gegen Ferrimycin auf verschiedenen 
Néhrbéden 
(Plattendiffusionsteste ; Filterrondellen 6 mm Durchmesser; 14 Std Inkubation 
bei 37°C) 


Ferrimycin-Konzentration in y/ml 


Nahrboden fiir Ferrimycin ,,1000‘ 
Bacillus subtilis 
JOO sre ASS CPN S 10) Alin BS petulant 
Fleischextrakt-Pepton-Agar 32 26 19 17 13 
,» Ssynthetischer“‘ Agar 9/14 9/13 9/12 0/12 aie) 
Hemmzonen in Millimeter; °/— = in- 


komplette Zonen 


Agar aus der Umgebung der mit Ferrimycin impragnierten Filterron- 
dellen isoliert und im Plattendiffusionstest (Fleischextrakt-Pepton-Agar) 
auf Ferrimycin-Resistenz gepriift, so erweisen sie sich als voll Ferrimycin- 
empfindlich. 

3. Ferrimycin wirkt im Gegensatz zu Grisein und Albomycin vorwie- 
gend nur auf gram-positive Organismen. 

Diese Beobachtungen lassen auf drei Méglichkeiten fiir das Auftreten 
einer Resistenz von Mikroorganismen gegen Ferrimycin schlieBen: 
1. Durch Ferrimycin werden resistente Zellen selektioniert, deren Resi- 
stenz erhalten bleibt (induziert genotypische Resistenz). 2. Auf bestimm- 
ten Nahrbéden tritt eine Resistenz gegen Ferrimycin auf, die nicht gene- 
tisch fixiert ist und bei Ubertragung der Keime auf andere Nahrbéden 
wieder verschwindet (Ernahrungs-bedingte, nicht genotypische Resi- 
stenz). 3. Bestimmte Keime sind in ihrer ,,natiirlichen“ Population gegen 
Ferrimycin resistent, z. B. die gram-negativen Organismen (natiirliche, 
genotypische Resistenz). 

Die unspezifische Inaktivierung von Antibiotica mit Serum oder 
anderen Zusatzen wie sie haufig bei Priifung von Tuberculostatica beob- 
achtet wird, darf nicht mit der von uns beobachteten Nahrboden-abhan- 
gigen Resistenz von Bacillus subtilis gegen Ferrimycin verwechselt werden. 


I. Die induziert genotypische Resistenz 
Untersuchungen itiber Resistenz von Mikroorganismen gegeniiber Ferri- 
mycin haben den folgenden Besonderheiten dieser Substanz Rechnung 
zu tragen: 1. Ferrimycin ist in wasserigen, gepufferten Losungen im px- 
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Bereich 6—8 wenig bestandig (BicKEL u. Mitarb. 1960, 2). 2. Sideramine, 
eine bei vielen Mikro- und Makroorganismen nachgewiesene Stoffgruppe 
(BrckeL u. Mitarb. 1960), heben die Wirkung des Ferrimycins auf. 
3. Die beobachtete, Nahrboden-abhangige, nicht genotypische Resistenz 
(siehe Abschnitt IT) kann die Ergebnisse verfalschen. 


Methoden 


Die Wachstumskurven von Bacillus subtilis wurden unter dem Einflu8 verschie- 
dener Mengen Ferrimycin turbidimetrisch bestimmt. Von den ausgewachsenen Kul- 
turen wurden Testplatten mit Fleischextrakt-Pepton-Agar hergestellt, und in be- 
kannter Weise wurde die Ferrimycin-Empfindlichkeit bestimmt. 

Impfmaterial. Sporensuspension von Bacillus subtilis, hergestellt nach dem 
iiblichen Verfahren. 1 ml Sporensuspension je 100 ml Kulturlésung. 

Nahrlésung. Fleischextrakt-Pepton-Nahrlésung: Fleischextrakt (Lab Lemco) 
0,3°/,; Pepton 0,5°/,; NaCl 0,3°/,; Glucose 1,0°/,; Leitungswasser ; px 7,0, eingestellt 
mit Kalilauge (20°/,). Die Substanzen wurden gelést, aufgekocht, abgekiihlt, 
filtriert, abgefiillt und 20 min bei 120°C autoklaviert. Fiir Testplatten wird dieselbe 
Nahrlésung unter Zusatz von 1,5°/, Agar verwendet. 

Messungen. Die Messungen wurden im Zeiss-Spektral-Photometer bei 600 mu 
im Vergleich zu unbeimpfter Nahrlésung ausgefiihrt. In der ,,lag“‘-Phase wurden 
alle 2 Std, in der ,,log“‘-Phase alle Stunden Messungen ausgefiihrt. 

Kulturbedingungen. 100 ml Nahrlésung in 500 ml Erlenmeyerkolben, bei 
33°C rotierend geschiittelt mit 120 Touren je Minute. Je Antibiotica-Konzentration 
wurden vier Parallelen getestet und alle Versuche 2—3 mal wiederholt. 

Antibioticum. Ferrimycin-Praparate der Ciba A. G. Basel. Die Konzentratio- 
nen beziehen sich durchwegs auf Ferrimycin ,,1000° (ein Gemisch von Ferrimycin 
A, und A,; 600000 E/mg). 

Darstellung der Versuche. Als Ma8 fiir die Ferrimycin-Wirkung kann die 
Verlaingerung der ,,lag‘‘-Phase, respektive die Verzégerung im Erreichen eines re- 
lativen Wachstums von 50°/, der Kontrolle festgelegt werden. Die von Versuch zu 
Versuch auftretenden groBen Unterschiede im erreichbaren maximalen Wachstum 
sind fiir die Interpretation der Versuche ohne Bedeutung. Diese Streuungen werden 
eliminiert, indem der steile Teil der Wachstumskurve durch die in Annaherung zu- 
lassige lineare Regressionsgrade ersetzt wird. Dies ist nur im Bereich des Wende- 
punktes der Wachstumskurve zulissig. Da dieser Bereich den hier interessierenden 
Abschnitt des 50°/,igen relativen Wachstums umfaBt, wird diese Darstellung 
gewahlt. 


Ergebnisse 


In Abb. 1 sind die berechneten Regressionsgeraden einer Versuchsreihe 
dargestellt. Ein relatives Wachstum von 50°/, erreichen die Kulturen von 
Bacillus subtilis ohne Ferrimycin nach 9 Std. Die Zugabe von Ferrimycin 
in Konzentrationen von 1; 0,1; 0,01 und 0,005 y/ml bewirkt eine Ver- 
zogerung von 7%/, bis 9°/, Std. Die Unterschiede in der Ferrimycin- 
Wirkung zwischen 0,005 y/ml und 1 y/ml sind nicht signifikant. Die 
nachste, gepriifte Konzentration von 0,001 y/ml Ferrimycin verursacht 
keine feststellbare Verzégerung mehr. 

Kine Priifung dieser Kulturen auf Ferrimycin-Empfindlichkeit ergibt 
folgendes Bild: 1. Die Zellen der Kontrollen (ohne Ferrimycin) sind noch 
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voll Ferrimycin-empfindlich. 2. Die Zellen aus Kulturen mit Ferrimycin- 
Zusitzen von 1 y/ml bis 0,005 y/ml sind vollstindig resistent. Ob die 
Zellen mit 1y/ml oder 0,005 y/ml Ferrimycin inkubiert werden, hat keinen 
Kinflu8 auf die Héhe der erreichbaren Ferrimycin-Resistenz. 3. Die 
Zellen aus Kulturen mit 0,001 y/ml Ferrimycin sind zum gréBten Teil 
noch Ferrimycin-empfindlich, doch ist in den Hemmhdfen eine groBere 
Zahl resistenter Kolonien erkennbar als in den Kontrollplatten. 

Die Ergebnisse zeigen, da8 Ferrimycin unter den eingesiten Keimen 
die Resistenten selektioniert, die sich dann ungestért vermehren konnen. 
Die daraus resultierende 60 
Verzégerung dauert ge- % 
nau so lange, wie die 
resistenten Keime Zeit fe ria 
benotigen, um sich so weit 
zu vermehren, daB wieder s sg 
die gleiche Zahl an Zellen 


T ] —_<—— — 


Kontrol 
vorhanden ist wie in der ey, % 
unbehandelten Kontrolle. | 
Eine entsprechende diin- 
nere Hinsaat miiBte daher 700 ij Z 5 A ay 


in Abwesenheit von Fer- Abb.1. Beeinflussung des Wachstums von Bacillus subtilis 
rimycin eine analoge Ver- durch Ferrimycin 
zogerung im Wachstum ry) 
ergeben. Ein derartiger %, 
Versuch wurde unter ver- ks 
gleichbaren Bedingungen 70 
durchgefiihrt. Die Ergeb- 11 
nisse sind in Abb.2 zu- x w 
sammengefaBt. Verdiin- 
nung der Sporensuspen- 
sion auf 1:10* bis 1:10° 
ergibt eine gleiche Ver- 
zogerung des Wachstums, 700 5 i 7 a7 i ea RT, 
wie das im vorhergehen- Abb.2. Verschiebung der ,,log‘‘-Phase bei Bacillus subtilis 
den Versuch fiir Ferri- durch verdiinnte Hinsaat 
mycin festgestellt wurde. 
Daraus ergibt sich ein resistenter Keim von Bacillus subtilis auf 10* 
bis 10° empfindliche Keime. Die Resistenzrate fiir Ferrimycin liegt 
also im gleichen Rahmen wie die von REYNOLDS u. WAKSMAN (1948) fiir 
Grisein und die von SEnst u. TrmBaL (1959) fiir die Antibiotica LA 5352 
und LA 5937 veréffentlichten Resistenzraten. 

Ein Vergleich der Regressionsgeraden der Wachstumsversuche unter 
dem Einflu8 von Ferrimycin mit denjenigen der Versuche mit geringerer 


He 


40 7 
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Einsaat zeigt einen deutlichen Unterschied in deren Steilheit (als ein 
Ma der Wachstumsgeschwindigkeit). In Versuchen mit geringerer Hin- 
saat liegen die Regressionsgeraden parallel denjenigen der Kontrollen; 
die ,,lag‘‘-Phase ist verlingert, die Vermehrungsrate dagegen unverandert. 
Die Regressionsgeraden der mit Ferrimycin behandelten Kulturen ver- 
laufen flacher als die der unbehandelten Kontrollen, ihre Vermehrungs- 
rate ist kleiner. 

Die resistenten Kulturen bleiben, auch ohne Ferrimycin-Zusatze, tiber 
mehrere Passagen resistent. Die Beobachtung, da nach etwa 20 Passa- 
gen wieder ein groBer Anteil an empfindlichen Keimen vorhanden ist, 
spricht nicht gegen eine genetische Fixierung der Resistenz. Das Auf- 
treten von empfindlichen Keimen nach zahlreichen Passagen ohne Ferri- 
mycin ist durch Riickmutationen, deren Haufigkeit wahrscheinlich der 
Resistenzrate entspricht, bedingt. Zudem weisen die empfindlichen Keime 
eine gréBere Wachstumsrate auf und kénnen sich daher gegeniiber den 
resistenten Keimen leicht durchsetzen. 

Die induziert genotypisch Ferrimycin-resistenten Staémme (dies gilt 
sowohl fiir Bacillus subtilis als auch fiir Staphylococcus aureus) zeigen 
gekreuzte Resistenz gegeniiber den anderen Vertretern der Sideromycine 
(gepriift wurde Albomycin, Grisein und A 22765). Die beobachtete natiir- 
liche genotypische Resistenz gegen Ferrimycin von Escherichia coli ist in 
ihrer Auswirkung nicht identisch mit der induziert genotypischen 
Resistenz bei Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus. Die induziert 
genotypisch resistenten Stémme von Bacillus subtilis und Staphylococcus 
aureus sind gegen alle Sideromycine resistent, waihrend Escherichia coli 
mit seiner natiirlichen genotypischen Resistenz gegen Ferrimycin auf 
Albomycin und Grisein empfindlich ist. 


II. Die Ernihrungs-bedingte Ferrimycin-Resistenz 

Die induziert genotypische Resistenz gegen Ferrimycin entspricht weit- 
gehend den Erfahrungen mit anderen Antibiotica, mit dem einzigen 
Unterschied, da die Resistenzraten fiir Sideromycine héher liegen als bei 
anderen Chemotherapeutica. Das Vorkommen einer Ernaéhrungs-abhin- 
gigen Resistenz gegen Antibiotica hingegen war unseres Wissens nicht 
bekannt. Fiir Ferrimycin laBt sich eine solche nachweisen und auch 
erklaren. 

In Tab.1 sind Ergebnisse von Plattendiffusionstesten mit Ferrimycin 
gegen Bacillus subtilis auf zwei verschiedenen Nahrbéden zusammen- 
gestellt. 

Bacillus subtilis ist auf Fleischextrakt-Pepton-Agar hoch empfindlich 
gegen Ferrimycin, auf ,,synthetischem“ Agar hingegen nahezu unemp- 
findlich. Diese Feststellung ist um so iiberraschender, als Antibiotica, wie 
Penicillin, Streptomycin, die Tetracycline, Chloramphenicol und andere 
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auf ,,synthetischen‘‘ Medien starker wirken als auf einem Fleischextrakt- 
Pepton-Nahrboden. 

Kine Erklarung dieser Ergebnisse kann in vier Richtungen gesucht 
werden: 1. Ferrimycin zerfallt ohne Beteiligung der Testkeime auf 
,, Synthetischem‘‘ Agar bedeutend rascher als auf Fleischextrakt-Pepton- 
Agar. 2. Die Testorganismen bilden auf ,,synthetischem“ Agar relativ 
groBe Mengen an Sideraminen, wiihrend die Sideraminbildung auf dem 
Fleischextrakt-Pepton-Agar fehlt oder aber sehr gering ist. 3. Ferrimycin 


Fleischextrakt-Pepton-Agar »,Synthetischer“ Agar 
Fleischextrakt (Lab Lemco) 0,3°/, K,HPO, Oe 
Pepton 0,595 KH,PO, 0,3°/5 
NaCl 0,3°/5 Na-citrat. 3H,O 0,05°/, 
Glucose OSs MgSO, -7H,O 0,01°/, 
Leitungswasser (NH,),SO, Ol OF 
pu 7,0 eingestellt mit KOH 20°/, Glucose O4 


pu 7,2 eingestellt mit KOH 


wird durch die Testorganismen abgebaut, wobei dieser Abbau vom Nahr- 
boden abhangt. 4. Ferrimycin induziert bei den hier verwendeten Test- 
organismen auf bestimmten Nahrbdéden die Bildung von Sideraminen. 

Um die erste Méglichkeit (rascher Zerfall von Ferrimycin auf ,,syn- 
thetischem‘‘ Nahrboden ohne Beteiligung der Testorganismen) zu priifen, 
wurde folgender Versuch durchgefiihrt: 

Filterpapierstreifen (Whatman No.1) wurden mit 100 y/ml Ferrimycin imprag- 
niert und auf Platten aufgelegt: 

a) ,,synthetischer“‘ Agar ohne Testorganismus 

b) Fleischextrakt-Pepton-Agar ohne Testorganismus 

c) ,,synthetischer“ Agar mit Bacillus subtilis eingesat 

d) Fleischextrakt-Pepton-Agar mit Bacillus subtilis eingesat. 

Inkubation der Platten bei 37°C. Zu Beginn der Inkubation, nach 1/,, 1, 11/,, 2, 3, 
4, 6, 8 und 24 Std wurden langs der Streifen Agarblécke ausgestanzt und auf Test- 
platten (Fleischextrakt-Pepton-Agar) von Bacillus subtilis ibertragen. Diese wurden 


14 Std bei 37°C inkubiert und dann ausgewertet. 


Ergebnisse 

Die Ferrimycin-Aktivitét bleibt auf beiden Nahrbéden ohne Test- 
organismen gleichermaBen iiber die hier gepriifte Zeit erhalten. Wird 
Bacillus subtilis auf ,,synthetischem‘‘ Agar ausgesat, so ist bereits 4 Std 
nach dem Auflegen der mit Ferrimycin impragnierten Filterpapierstreifen 
auch in deren nachster Nahe keine Ferrimycin-Aktivitat mehr nachweis- 
bar. Dagegen bleibt auf Fleischextrakt-Pepton-Agar auch bei Anwesen- 
heit von Bacillus subtilis die Ferrimycin-Aktivitét erhalten. Die Un- 
empfindlichkeit von Bacillus subtilis auf ,,synthetischem“ Agar gegen- 
iiber Ferrimycin ist also nicht auf einen raschen Zerfall des Ferrimycins 
ohne Beteiligung der Bakterien zuriickzufiihren. 


332 EF. BacHMANN und H. ZAHNER: 


Die Bildung einer Sideramin-Aktivitét durch Bacillus subtilis wurde 
bereits beschrieben (ZAHNER u. Mitarb. 1960), doch sind die gebildeten 
Mengen auB8erst klein und reichen in keinem Falle aus, um die in unseren 
Versuchen eingesetzten Ferrimycin-Mengen in ihrer Wirkung aufzuheben. 

Im Zusammenhang mit der zweiten aufgefiihrten Méglichkeit (Resi- 
stenz durch Nihrboden-abhangige Sideramin-Bildung) wurde gepriift, 
ob Bacillus subtilis auf den beiden Nihrlésungen (gleiche Rezepte, aber 
ohne Agar) unterschiedliche Mengen von Sideramin bildet. Bacillus 
subtilis wurde auf den zwei erwihnten Naéhrmedien in Schiittelkultur 
geziichtet, die Kulturen nach dem Verfahren fiir Siderochrome auf- 
gearbeitet und die erhaltenen Praparate auf ihren Gehalt an Sideraminen 
getestet (Testmethoden siehe ZAHNER u. Mitarb. 1960). Die Sideramin- 
Bildung von Bacillus subtilis ist auf beiden Nahrlésungen gleich, sehr 
klein und nicht ausreichend, um die Wirkung der im iiblichen Test- 
verfahren gerade noch nachweisbaren Ferrimycinmengen in ihrer Wir- 
kung aufzuheben. Eine Nahrboden-abhingige Sideramin- Bildung kommt 
daher als Erklarung der Nahrboden-abhingigen Ferrimycin-Resistenz 
nicht in Betracht. 

Eine Priifung der dritten und vierten Méglichkeiten (Abbau des Ferri- 
mycins durch die Testorganismen und Nahrboden-abhiangige Induktion 
einer Sideramin-Bildung durch Ferrimycin) wurde folgendermafBen 
versucht: 

120 ml der Fleischextrakt-Pepton-Nahrlésung resp. der ,,synthetischen“ Nahr- 
lésung wurden in 500 ml Erlenmeyerkolben mit je 1,2 ml einer Sporensuspension 
von Bacillus subtilis beimpft und bei 33°C auf einer rotierenden Schiittelmaschine 


(120 Touren/min) inkubiert. Den Kulturen wurden gleichzeitig mit dem Impfmaterial 
steigende Mengen von Ferrimycin zugesetzt (Ferrimycin ,,1000‘). 

1. Kontrolle, beimpft, ohne Ferrimycin 

2. Kultur beimpft mit Zusatz von 1 y/ml Ferrimycin 

3. Kultur beimpft mit Zusatz von 5 y/ml Ferrimycin 

4, Kultur beimpft mit Zusatz von 25 y/ml Ferrimycin 

5. Kontrolle, unbeimpft, mit Zusatz von 25 y/ml Ferrimycin. 


In festen Zeitabstinden wurden den Kolben Proben von 12 ml entnommen 
(0 min, 30 min, 1 Std, 2 Std, 3 Std, 4 Std, 6 Std, 8 Std und 24 Std nach Beimpfen 
und Ferrimycin-Zugabe). 10 ml der Proben wurden nach der bei Broke. u. Mitarb. 
1960, 2 beschriebenen Methode fiir Sideromycine und Sideramine aufgearbeitet. Die 
wafrigen Extrakte wurden papierchromatographisch und papierelektrophoretisch 
auf Ferrimycin und Sideramine untersucht. Ein weiterer Teil der Proben wurde im 
Plattendiffusionstest gegen Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus, beide auf 
Fleischextrakt-Pepton-Agar ausgesit, auf Ferrimycin- und Sideramin-Wirkung hin 
getestet (genaue Beschreibung der Testmethode, siehe ZAHNER u. Mitarb. 1960). 


Ergebnisse 
1. Auf Fleischextrakt-Pepton-Nihrlésung ist tiber die gepriifte Zeit- 
spanne keine Abnahme der Ferrimycin-Wirkung und keine Sideramin- 
Bildung festzustellen, gleichgiiltig ob die Nahrlésung beimpft oder 
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unbeimpft inkubiert wurde. Das gleiche Ergebnis wird mit dem induziert 
genotypisch Ferrimycin-resistenten Stamm von Bacillus subtilis erhalten. 

2. Auf unbeimpfter ,,synthetischer“ Nahrlésung bleibt die Ferrimycin- 
Aktvitat iiber die gepriifte Zeitspanne voll erhalten. Eine Sideramin- 
Aktivitat ist nicht nachweisbar. 

3. In mit Bacillus subtilis beimpfter ,,synthetischer« Nahrlésung ohne 
Ferrimycin-Zusatz ist wiahrend der Versuchsdauer kein Sideramin zu 
finden. 

Wird den Kulturen Ferrimycin zugesetzt, so verschwindet dies in den 
ersten 6—8 Std (Nachweis im Plattendiffusionstest) und an seiner Stelle 


kann ein Sideramin 

nachgewiesen werden. ‘Tabelle 2. ,,Umwandlung“ von 25 y/ml Ferrimycin 

in ein Sideramin durch Bacillus subtilis auf 
»synthetischer‘‘ Nahrlésung 


Ob dabei das zugege- 
bene Ferrimycin in ein 
Sideramin umgewandelt comes 

2 Zeit nach Ferrimycin-Test 
wird, oder ob durch das __Ferrimycin- (Filterrondellen, 


Sideramin-Test 
(Bonifas-Test gegen 
0,1 mg/ml Ferrimycin, 


Ferrimycin eine Sider- ores a Es sn) Saint oe 
amin-Bildung angeregy B. subtilis | se. aureus| B. subtilis | St. aureus 
wird, kann bei dieser ane eee ae ae ae “r a 
Versuchsanordnung 0,5 35 95 7 es 
nicht entschieden wer- 1 35 25 es ~ 
den. Tab. 2 gibt die Er- 2 30 23 — — 
gebnisse eines derartigen 4 25 18 aes ie 
Versuches wieder : Hes ee 20 2 
8 0/12 0/8 24 20 
Die Auftrennung der 10 Sas es 24 22 
Extrakte aus Versuchen 24. = oss 24. 22 
mit Bacillus subtilis, °/— = inkomplette Hemmzone 


auf synthetischer Nahr- 

lésung und unter Ferrimycin-Zusatz geziichtet (8 und 24 Std nach 
Versuchsbeginn), mit Hilfe der Papierchromatographie und Papier- 
elektrophorese bestatigt die Ergebnisse der Plattendiffusionsteste. Es 
148t sich kein Ferrimycin mehr nachweisen, wohl aber ein Sideramin, 
das sich von den bis jetzt aus Streptomyceten bekannten Ferrioxaminen 
unterscheidet. In den nach 6 Std entnommenen Proben lassen sich in den 
Extrakten noch Ferrimycin, wie auch das Sideramin nachweisen, doch 
kénnen die Versuche nicht quantitativ ausgewertet werden, da es bisher 
nicht gelungen ist, die Ferrimycine vollsténdig von den gebildeten Sider- 
aminen abzutrennen. 

Tn einem weiteren Versuch soll untersucht werden, ob es sich bei den 
beschriebenen Versuchen nicht einfach um die Auswahl der resistenten 
Keime handelt, da ja Ferrimycin direkt beim Beimpfen den Kulturen 
zugesetzt wird. Zu diesem Zwecke wurden zwei voneinander unabhangige 


Wege gewahlt. 
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1. Ein wie oben beschriebener Versuch mit Bacillus subtilis auf ,,syn- 
thetischer‘‘ Nahrlésung wird nicht nur in festen Zeitabstanden auf Ferri- 
mycin- und Sideramin-Aktivitaét untersucht, sondern gleichzeitig werden 
auch die Kulturen auf ihre Ferrimycin-Empfindlichkeit gepriift. Dazu 
werden die Zellen aus je einem Kolben abzentrifugiert, mit physiolo- 
gischer Kochsalzlésung gewaschen, mit der Zellsuspension Testplatten 
auf Fleischextrakt-Pepton-Agar gegossen und diese auf ihre Ferrimycin- 
Empfindlichkeit gepriift (Filterrondellen-Test). Wahrend der ganzen 

Versuchsdauer bleiben die 


rea =, 0 : ee 
% cA i Zellen von Bacillus subtilis 
Sollee voll Ferrimycin-empfind- 
lich. 


2.In einem weiteren 
Versuch wird das Ferri- 
mycin erst 14 Std nach 
dem Beimpfen der Kolben 
zu den Kulturen gegeben. 
Bacillus subtilis hat zu 
diesem Zeitpunkt bereits 
die Wachstumsphase ab- 
geschlossen und_befindet 


sich im Ruhezustand. Die 


Abb.3. Die Umwandlung von Ferrimycin in ein Sideramin Kulturen werden in festen 
durch Bacillus subtilis. © e = 25 y/ml Ferrimycin; : & 
° © = 5y/ml Ferrimycin; 4 A=1y/ml¥errimycin Zeitabstanden auf Ferri- 


mycin und Sideramin hin 
untersucht. Das Ergebnis eines derartigen Versuches ist in Abb.3 zusam- 
mengefaBt. Ferrimycin wird durch ruhende Zellen auf der ,,synthetischen‘‘ 
Nahrlésung genauso in ein Sideramin umgewandelt, wie das vorher fiir 
wachsende Kulturen beschrieben worden ist. Die hier beschriebene Um- 
wandlung von Ferrimycin in ein Sideramin auf einer ,,synthetischen‘‘ 
Nahrlésung geschieht also unabhingig von der vorher beschriebenen 
Selektion der genotypisch resistenten Zellen und ist durch eine Umstel- 
lung im Stoffwechsel bedingt. 

Ferrimycin wird auf bestimmten Naéhrbéden durch Bakterien ab- 
gebaut, wobei gleichzeitig ein Sideramin entsteht. Noch nicht abgeklart 
ist die Frage, ob das Sideramin durch Umwandlung aus Ferrimycin ent- 
steht, oder ob Ferrimycin eine intensive Sideramin-Bildung induziert. 
Direkt 1aBt sich diese Frage zur Zeit nicht entscheiden, doch sprechen 
zahlreiche Beobachtungen fiir eine Umwandlung: 

a) Der im nachsten Abschnitt beschriebene Abbau von Ferrimycin 
durch andere Bakterien (Bacillus megaterium de Bary und Staphylococcus 
aureus) fiihrt ebenfalls zur Bildung eines Sideramins, das sich aber im 
Papierchromatogramm und in der Papierelektrophorese nicht gleich 


ferrinyeinaktivitat gegen B. subtili 
Sideraminoktivitet gegen 8B. subsilis 


0 


0 a Y 6 6 hw#e 
Zelt nach Ferrimycinzugabe 
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verhalt wie das fiir Bacillus subtilis nachgewiesene und auch isolierte 
Sideramin. 

b) Ein schonender chemischer Abbau von Ferrimycin fiihrt zum 
Sideramin Z, wobei das Molekiil nur wenig verandert wird (BICKEL u. 
Mitarb. 1960, 2). Um das durch Bacillus subtilis aus Ferrimycin gebildete 
Sideramin mit dem aus Ferrimycin entstehenden Sideramin Z vergleichen 
zu kénnen, haben wir 500 mg reines Ferrimycin A, durch Bacillus subtilis 
auf synthetischer Nahrlésung abbauen lassen und das gebildete Sider- 
amin isoliert. Der Vergleich im Papierchromatogramm und in der Papier- 
elektrophorese ergab folgendes: Das durch Bacillus subtilis aus Ferri- 
mycin gebildete Sideramin ist verschieden von Sideramin Z, steht diesem 
aber naher als den Ferrioxaminen aus Streptomyceten. Die Unterschiede 
im Chemismus zwischen Ferrimycin, Sideramin Z und dem durch Bacillus 
subtilis aus Ferrimycin gebildeten Sideramin sind noch nicht bekannt und 
sollen spater untersucht werden!. 

c) Die von Bacillus subtilis gebildete Menge an Sideramin ist proportio- 
nal der eingesetzten Ferrimycin-Menge. In einzelnen Versuchen wurden 
bis 2500 y/ml reines Ferrimycin A, eingesetzt, wobei eine entsprechend 
groBe Menge an Sideramin gebildet wurde. Da den Bakterien nicht 
gentigend Eisen aus der Nahrldsung zum Aufbau der in unseren Ver- 
suchen nachgewiesenen Sideramin-Menge zur Verfiigung steht, mu min- 
destens das Eisen aus dem Ferrimycin zum Aufbau des Sideramins ver- 
wendet werden. Wahrscheinlicher ist aber, da das ganze Grundgeriist 
des Ferrimycins iibernommen wird. 

Nach den hier beschriebenen Versuchen ist die Ernaihrungs-bedingte 
Resistenz von Bacillus subtilis gegen Ferrimycin auf eine Stoffwechsel- 
abhaingige Umwandlung des Ferrimycins in ein Sideramin zuriick- 
zufiihren, das hei®t auf eine Umwandlung eines Antimetaboliten in den 
dazu passenden Metaboliten. 


III. Versuche iiber die Umwandlung yon Ferrimycin durch andere Bakterien 

Im vorhergehenden Kapitel wurde die Nahrboden-abhangige Umwand- 
lung von Ferrimycin in ein Sideramin durch Bacillus subtilis nachgewie- 
sen. Die hier beschriebenen Versuche hatten zur Aufgabe, aufzuklaren, ob 
andere Bakterien ebenfalls dazu befahigt sind oder ob Bacillus subtilis 
einen Ausnahmefall darstellt. Die Versuche wurden in gleicher Weise mit 
Staphylococcus aureus und Bacillus megaterium wiederholt. Die Ergeb- 
nisse dieser Versuche sind in Abb.4 und 5 zusammengefaBt. Bacillus 
megaterium und Staphylococcus aureus wandeln auf ,,synthetischer™ 
Nahrlésung Ferrimycin in ein Sideramin um, wobei sowohl die Umwand- 


1 Wir méchten Herrn Dr. BickeL, Basel, danken fiir die vergleichenden Papier- 
chromatogramme. 
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lungsgeschwindigkeit als auch die entstehenden Sideramin-Aktivitéten 
die gleichen sind wie in den Versuchen mit Bacillus subtilis. 

Escherichia coli besitzt eine natiirliche Resistenz gegen Ferrimycin, 
nicht aber gegen Grisein und Albomycin, die ebenfalls zur Gruppe der 


Sideromycine gehéren. Es stellte sich die 
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Abb.4. Die Umwandlung von Ferrimycin in ein Sideramin 
durch Staphylococcus aureus @ e@ = 25y/m1l Ferrimycin, 
° © = 5 y/ml Ferrimycin, 4 4 =1y/ml Ferrimycin 
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Abb.5. Die Umwandlung von Ferrimycin in ein Sideramin 


durch Bacillus megaterium @ e@ = 25y/ml Ferrimycin, 
°. ©= 65 y/ml Ferrimycin, 4 4=1 y/ml Ferrimycin 


Frage, ob die natiirliche 
Resistenz von Escherichia 
coli gegen Ferrimycin, 
die nicht Nahrbodenab- 
hangig ist, ebenfalls auf 
einer Ferrimycin-Um- 
wandlung beruht. Hsche- 
richia coli wichst nicht 
auf der ,,synthetischen‘ 
Nahrlésung. Die Versuche 
wurden daher nur mit 
Fleischextrakt-Pepton- 
Agar ausgefiihrt. 

Auf unbeimpfte Platten 
und solche beimpft mit 
Escherichia coli wurden mit 
Ferrimycin getrankte Filter- 
papierstreifen aufgelegt und 
die Platten bei 37°C in- 
kubiert. Zu Beginn der Inku- 
bation, nach 30 min, 1 Std, 
2, 3, 4, 6, 8 und 24 Std wur- 
den langs der Filterpapier- 
streifen Agarblécke ausge- 
stanzt und auf Testplatten 
(Fleischextrakt-Pepton-A gar) 
mit Bacillus subtilis iiber- 
tragen, diese 14 Std bei 37°C 
inkubiert und ausgewertet. 


Ergebnisse:  Ferri- 
mycin wird auf Fleisch- 
extrakt-Pepton-Agar von 
Escherichia coli nicht ab- 
gebaut. Die Ferrimycin- 
Aktivitaét bleibt iiber die 
ganze Versuchsdauer er- 
halten. 


In Abschnitt I wurde die induziert genotypische Resistenz von Bacil- 
lus subtilis gegen Ferrimycin untersucht. Zu priifen bleibt noch das Ver- 
halten induziert-genotypisch resistenter Bakterienstiimme in bezug auf 
die Ferrimycin-Umwandlung. Die gleichen Versuche wurden mit je 
einem induziert-genotypisch resistenten Stamm von Bacillus subtilis und 
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Staphylococcus aureus wiederholt, wie das fiir die normal Ferrimycin- 
empfindlichen Stémme beschrieben worden ist. 

Ergebnisse: Auf Fleischextrakt-Pepton-Nahrlésung wachsen beide 
Staémme stark, ohne Ferrimycin abzubauen. Auf der , Ssynthetischen ‘‘ 
Nahrlésung ist das Wachstum verlangsamt, das den Kulturen zugefiigte 
Ferrimycin wird aber in der gleichen Weise umgewandelt, wie das fiir die 
Ferrimycin-empfindlichen Stéimme gezeigt worden ist. Die Ferrimycin- 
resistenten Bakterienstamme sind auf der ,,synthetischen‘‘ Nahrlosung 
doppelt geschiitzt gegen Ferrimycin: einerseits durch die genotypische 
Resistenz und andererseits durch die auf ,,synthetischer“ Nahrlosung 
mogliche Ferrimycin- Umwandlung. 


Ks bleibt noch die Frage zu priifen, ob die Nahrboden-abhangige Um- 
wandlung von Ferrimycin in ein Sideramin auch fiir die anderen Sidero- 
mycine gilt, und somit ein weiteres Gruppenmerkmal darstellt, oder ob 
diese Umwandlung nur auf Ferrimycin beschrankt ist. 

Nach Brcxe.u. Mitarb. (1960, 1) kénnen die Sideromycine mit Hilfe der 
Papierchromatographie in drei Gruppen aufgeteilt werden: I. Grisein, 
Albomycin und A 1787; IT. A. 22765; III. Ferrimycine. 

Versuche tiber die Umwandlung von Sideromycinen kénnen nur mit 
stark angereicherten Praparaten ausgefiihrt werden. AuBer Ferrimycin 
stand uns bis jetzt nur eine kleine Menge hoch aktives Albomycin zur 
Verfiigung!. 

Analog zu den Versuchen mit Ferrimycin haben wir auch mit Albo- 
mycin eine bakterielle Umwandlung versucht. Bacillus subtilis, Staphylo- 
coccus aureus und Bacillus megaterium wurden auf ,,synthetischer‘‘ Nahr- 
l6sung angezogen und hernach die Kulturen mit Albomycin versetzt. 
Albomycin wird durch die hier gepriiften Organismen nicht abgebaut, die 
Aktivitat bleibt iiber die ganze Versuchsdauer im vollen Umfange erhal- 
ten und es kann kein Sideramin nachgewiesen werden. 

In Plattendiffusionstesten sind Bacillus subtilis und Staphylococcus 
aureus auf ,,synthetischem“ Agar ausgesdit empfindlicher gegen Albo- 
mycin (Sideromycin-Gruppe I) und A 22765 (Sideromycin-Gruppe IT) 
als auf Fleischextrakt-Pepton-Agar. Auf festen Nahrbéden konnte bis 
jetzt keine Nahrboden-abhangige Resistenz der gepriiften Mikroorganis- 
men gegeniiber Albomycin und A 22765 festgestellt werden. 


Zusammenfassung 
Die Resistenz von Mikroorganismen gegeniiber Ferrimycin wird unter- 
sucht. Es kénnen drei Formen von Resistenz aufgezeigt werden: 
1. Natiirlich-genotypische Resistenz: z.B. Escherichia coli. Kine ganze 
natiirliche Population ist Ferrimycin-resistent. 


1 Wir danken Herrn Dr. Srvérx, Prag, fiir die Uberlassung von Albomycin. 
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2. Induziert-genotypische Resistenz: Sie entsteht in einem Schritt und 
ist genetisch fixiert. Die Resistenzrate betragt ein resistenter auf 104—10° 
empfindliche Keime. 

3. Ernahrungs-bedingte Resistenz. Sie wird verursacht durch eine 
Ernéhrungs-bedingte Umwandlung von Ferrimycin in ein Sideramin. 
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Growth of Nitrosomonas europaea in batch and 
continuous culture 
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ENGEL and ALEXANDER (1958a) reported the growth of Nitrosomonas 
europaea in a Pyrex glass fermenter, fitted with a stainless steel heating 
and sparging assembly and using a clear medium, the py of which was 
maintained at about 8.0 by the continuous addition of sterile potassium 
carbonate solution. They pointed out (ENGEL and ALEXANDER 1958b) 
that the use of culture media containing insoluble constituents would 
give rise to serious difficulties in metabolic studies because ‘‘secondary 
physical or chemical reactions might obscure physiological transfor- 
mations’. A study of the enzyme system involved in the oxidation of 
ammonia to nitrous acid would be greatly facilitated if enough active 
bacteria, free from inorganic impurities, could be obtained. 

ENGEL and ALEXANDER showed that their culture contained less than 
1°/, of viable heterotrophic contaminants able to grow on nutrient agar. 
After 60 hours growth in the logarithmic phase they obtained a culture 
containing 190 « 10° viable organisms per mlanda yield of 72.4 mg dried 
organisms per litre. 

The purpose of our work was to obtain quantities of Nitrosomonas 
organisms, suitable for metabolic studies, by growth in continuous flow 
culture in an apparatus equipped to control the py automatically. A pure 
culture of Nitrosomonas europaea was used. It was necessary to examine 
the effect of various constituents of the medium, certain metallic ions 
and stainless steel, on the growth of this micro-organism in flasks as a 
preliminary to studying the behaviour of Nitrosomonas in the culture 
vessel. 

Materials and Methods 


Micro-organism. A strain of Nitrosomonas europaea, originally obtained from 
Dr. H. L. Jensen of Lyngby, Denmark, was given to us by Dr. JANE MEIKLEJOHN. 
The culture was presumed to be pure because when it was inoculated on to peptone 
agar and incubated at 30° aerobically for six days, no colonies developed and no 
abnormal forms were seen under the microscope either in a water mount or in Gram- 
stained preparations. On one occasion when a culture became contaminated acciden- 
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Yig.1. (7) Culture vessel made of industrial glass pipeline (Q.V.F. Ltd.). Vessel is closed at each end 
with a stainless steel plate and a neoprene gasket. Tubes and electrodes enter the vessel through 
silicone—rubber stoppers inserted into short externally—threaded stainless steel tubes screwed 
into the closure plates against neoprene bonded seals (Dowty Seals Ltd.). Each stopper is secured 
inits tube by a threaded metal cap. All stainless steel fittings are of the grade EN58B. The vessel is 
heated electrically by a 75 watt heater element inserted into a stainless steel sheath projecting 
upwards from the bottom plate. Temperature is controlled by a 8.110. G. Sangamo Weston resistance 
thermometer in the vessel working with a precision thermostat (2), (Fielden Electronics Ltd.). 


The air compressor (MU/19, Type 30. Charles Austen Pumps Ltd.) situated behind the polythene 
reservoir bottle, draws air through a cotton-wool filter (3) and pumps it to the 2.5 litre polythene 
bottle (4) which minimises pulsations in the air flow. Air then passes through a flow controller (4), 
(Sunvie Controls Ltd.), needle valve (6), rotameter (7), air line (8) and a sterile cotton-wool filter (9). 
Sterile air is admitted to the vessel through a small orifice in the centre of the bottom plate. 


(10) Air compressor speed control. (71) Gas-tight bearing (based on a design suggested by M. R. E., 
Porton). (72) Flexible couplings to impeller shaft. (73) Stirrer motor, 


Sterile medium is pumped from the 20 litre reservoir (14) to the culture vessel by a Sigmamotor peri- 
staltic pump (75) driven by a geared motor (/6). Effluent from the vessel passes down the overflow 
pipe (77) to a 20 litre reservoir bottle lagged with a fibreglass jacket (78). Here the effluent is refrig- 
erated by circulation of cold antifreeze solution through a coil of plastic tubing within the reservoir 
by the pump (19), 


(20) pu meter. (27) px alarm relay. (22) Solenoid valve for controlling admission of alkali to culture 
vessel. (23) Reservoir for sterile alkali. 
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tally, it was purified again by first counting the total number of organisms present, 
then making suitable dilutions and with these inoculating a series of flasks containing 
clear sterile medium. After about three weeks’ incubation at 25°, flasks in which 
ammonia had nitrified, but from which no contaminants grew on peptone agar, were 
selected as pure cultures of Nitrosomonas. The strain used was a small, non-motile, 
Gram negative rod. 


Media. For experiments in flasks a medium was used which contained the 
following amounts of analytically pure salts per litre of distilled water: (NH,),S8O,, 
0.5¢; KH,PO,, 0.07g; MgSO,-7H,0, 0.05 g; CaCl,-2H,O, 0.05 g. Sterilized 
sodium carbonate solution (0.4 ml 5°/, w/v Na,CO,) was added aseptically per 
100 ml of the above sterilized medium to adjust the px to about 8.0. (In preliminary 
experiments it had been found that the amounts of mineral salts could be varied 
widely without detriment to growth, but the above quantities of calcium chloride 
and magnesium sulphate were chosen so as to avoid precipitation of insoluble 
phosphates when the medium was eventually made alkaline.) The above medium 
contained a trace (ca. 0.1 mg/l) of iron as impurity and so, in experiments where 
the final bacterial density was not greater than about 400 x 10® organisms/ml, no 
response to additional iron was detected. 

The medium used for experiments in the culture apparatus contained: (NH,),S0,, 
1.0—8.0 g; KH,PO,, 0.4g; MgSO,-7H,O, 0.05 ¢; CaCl,--2H,O, 0.05 ¢; and, 
when necessary, 0.1—0.6 mg Fe (added in the form of an equimolecular mixture of 
ferrous sulphate and ethylenediamine-tetra-acetic acid); distilled water, 1 litre. 
Twenty litre batches of this medium were prepared as follows: the required quanti- 
ties of salts, except the iron, were dissolved separately in small quantities of distilled 
water and added to about 3 litres of distilled water contained in a 201 bottle. The 
bottle was then closed with a stainless steel plate (Fig.1) carrying entry and exit 
tubes and autoclaved at 15 Ib./sq. in. for 15 minutes. After cooling, sterilized chelated 
iron solution was added aseptically, when required, and the medium made up to 
volume with distilled water delivered directly from a sterile condenser. The entry 
tube was then protected by a sterile cotton wool air filter. 

Counting technique. The rate of growth of Nitrosomonas was followed by 
counting the organisms under the microscope, using a haemocytometer slide, 
0.05 mm. deep with Thoma ruling. A 20 x fluorite objective with a 10 x or 15 x 
compensating eyepiece usually gave suitable magnification. 

Ammonia estimation. The concentration of ammonia in cultures was 
estimated by distillation of 2 ml samples, after making alkaline by the addition of 
a few drops of sodium hydroxide solution (40°/) w/v), in a Markham (1942) still, 
collecting the distillate in dilute boric acid solution, followed by titration against 
standardised N/50 sulphuric acid. 


Results 
Flask experiments 


The clear medium used in these experiments was similar to that de- 
scribed by ENGEL and ALEXANDER (loc. cit.), except that it contained 
sodium instead of potassium carbonate and neither chelated iron nor 
indicator were added. In a five litre batch of cultures grown in Erlen- 
meyer flasks (500 ml flasks with 100 ml medium per flask) on a rotary 
shaking machine at 27°, 19 mg dried organisms per litre were obtained, 
the total count being about 200 x 10% organisms per ml. Enenn and 
ALEXANDER recorded a yield of 72.4 mg dried organisms per litre for 
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cultures with a viable cell count of 190 x 10® organisms per ml. A viable 
count would probably be much lower than a total count, which could 
explain the discrepancy in these yields. 


Effect of caleiwm and magnesium 

Flasks of medium from which either calcium chloride or magnesium 
sulphate had been omitted were sterilized and varying amounts of either 
sterilized calcium chloride or magnesium sulphate solution were then 
added aseptically. All flasks 
received an inoculum of 1 ml 
of a Nitrosomonas culture and 
were then incubated at 30°. 
Therate of growth wasfollowed 


Table 1. The effect of Magnesium and Calcium 
on growth of Nitrosomonas 
europaea in flask culture 


Figures = mg NH, per 100 ml culture 


Time |_™& M&SOQ.°7H20 per 100 mi medium __-by determining the ammonia 
a ; , 
bet 0 1.0 2.0 5.0 concentration at intervals 
1 12.1 | 126 | 122 | 12.14 (Table1). The addition of 1, 
2 10.3 10.4 11.1 10.9 2 or5 mg of either CaCl, -2H,O 
3 8.5 9.8 9.0 9.3 5 
4 5.5 6.5 5.9 PLY sell Pini 10 a a pol 
5 2.0 34 23 23 medium respectively not 
Sas | ae affect the rate of growth. It 
2° 2H, r n i 
re Pee should be noted that 0.05 mg 
w Zs 2.0 5.0 of calcium chloride and of 
1 12.4 12.2 12.1 12.1 magnesium sulphate were 
2 1.7 | 116 | 11.6 | 11.2 present in the inoculum and 
3 10.1 9.5 9.8 9.1 this mav well t 
4 6.8 5.9 6.5 5.5 sige Mahar fess oh oN 
5 4.1 | 2.0 34 94 than the organism’s specific 


requirement of calcium and 
magnesium in cultures of the density reached in this experiment. KINGMA 
BoutJEs (1935) claimed that six times this amount of calcium was 
necessary for optimal growth. 


Effect of potassium phosphate 
In a similar experiment varying the concentration of potassium dihydro- 
gen phosphate did not affect the rate of growth of Nitrosomonas; there- 


fore there was probably enough phosphate (0.28 mg) in the inoculum to 
provide for normal growth. 


Effect of various metallic ions 


Iron, Adding up to 2 ppm of Fe as ferrous sulphate had no effect on 
the growth of Nitrosomonas. 
Nickel, Chromium. Adding 0.1 ppm. Ni (as nickel sulphate) or Cr 


(as chrome alum) had no effect, but more than 0.25 ppm of these metals 
inhibited growth. 


mg Nis / 70 ml mediom 


12 
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Cobalt, Manganese and Zinc. Adding up to 1 ppm of either Co 
(as nitrate), Mn (as sulphate) or Zn (as sulphate) had no effect on the 
rate of growth. 

Copper. Inhibiting effects on growth were observed with concentra- 
tions of 0.5, 0.2and 0.1 ppm. Cuin the form of copper sulphate. Fig. 2 shows 
that growth is completely inhibited by 0.5 ppm. Cu and slightly inhibited 
by 0.1 ppm. 

Effect of stainless steel. A piece of stainless steel of the same 
grade as that used for the culture vessel closure plates was placed in a 


GO 


0s 


log N° arganisms / ml cu/ture 


a 4 days 6 

ime /imeé 

Fig. 2 Fig. 3 
Fig. 2. Effect of copper on the growth of Nitrosomonas europaea in flasks. Fall in NH, concentration in 
cultures containing no copper (® ©), 0.1 ppm copper (° ©) and 0.5 ppm copper (4 A) 


Fig. 3. Effect of stainless steel on the growth of Nitrosomonas europaea in flasks. Increase in numbers 
of organisms with time in cultures in the presence of stainless steel (0 ©) and its absence (¢ ©) 


flask of medium and sterilized. After sterilization, this flask together 
with a second control flask without steel, received an inoculum of 
Nitrosomonas to give an initial population of 2.5 x 10° organisms/ml and 
they were incubated at 30°. Fig.3 shows the density of population of 
bacteria, estimated by counting at suitable intervals. During the first 
18 hours in the control flask, and the first 24 hours in the flask with the 
stainless steel part, numbers fell, after which growth followed a logarith- 
mic course for the next 20 or 30 hours until aeration became a limiting 
factor and the rate of growth declined. During the logarithmic phase the 
mean doubling time was about 8 hours in both flasks so that the presence 
of this grade of stainless steel in no way affects the rate of growth of 


Nitrosomonas. 
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Culture vessel experiments 


These experiments were made in a culture vessel similar to that 
described by Exsworrn et al. (1956). It consisted of a standard 12 in 
length of Pyrex glass industrial pipeline, closed at each end by a stainless 
steel plate (grade EN58B), into which various unions or thimbles were 
fitted to make connections to the auxiliary pieces of equipment. Fig. 1 
shows this vessel, together with equipment for agitation, supplying 
sterile air and medium and for maintaining constant temperature and px. 
The py control system was as described by CaLLow and Prrt (1956), but 
instead of a px recorder fitted with relay contacts, the output from the 
direct-reading py meter was taken to a pq Alarm Unit (Electronic In- 
struments Ltd., Richmond), the relay of which was adjusted to operate 
whenever the py of the culture fell below a predetermined value. This 
relay actuated a solenoid valve which permitted sterile alkaline solution 
to flow into the culture vessel until the required py value of the culture 
had been restored. The py of the culture could be maintained in this way 
to within -- 0.1 px units of the predetermined value. In experiments to 
determine optimal conditions for growth, a small vessel (internal diameter 
4 inches) was used with a volume of about 1.8 litres of medium. A larger 
vessel (internal diameter 9 inches) with a volume of 7—8 litres of medium 
was used to produce organisms continuously. 

No difference in growth rate was detected within the range 28—32°; 
the following experiments were made at 30° and with an impeller speed 
of about 600 r.p.m. unless otherwise stated. 


Growth rate of Nitrosomonas in batch culture 


Medium containing 0.5°/) ammonium sulphate was pumped into the 
culture vessel, adjusted to pp 7.4 with 5°/, aqueous sodium carbonate 
solution, inoculated with 100 ml of a flask culture of Nitrosomonas and 
the temperature raised to 30°. A few hours later, when the py value had 
fallen slightly indicating that growth had started, a sample was removed 
and the organisms counted. The culture was allowed to grow for the next 
five days and from time to time the organisms in samples were counted. 
Fig.4 (curve A) shows that logarithmic growth occurred during the 3rd 
and 4th days and that the population reached the maximum of 520 « 106 
organisms per ml during the 5th day, after which it decreased slightly. 


Effect of tron 
An experiment was made in which chelated iron was added to the 
medium at a concentration of 0.5 ppm and the culture was maintained in 
the py range 7.0—7.4. Fig.4 (curve B) shows the numbers of organisms 
and the concentration of ammonia at intervals. The population density 
rose from 56 x 10° organisms/ml to 910 x 10® organisms/ml in less than 


log N° organisms /m\ culture 
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4 days, after which a slight fall in numbers was again noticed. The 
doubling time during the logarithmic phase was about 16 hours. 

In two other experiments in which 0.5 and 0.6 ppm. Fe respectively were 
added to the medium, the total number of bacteria per ml increased to 
740 x 10° and 850 x 10° organisms/ml. Thus, in our medium, iron 
apparently becomes a limiting factor for the growth of Nitrosomonas only 
after a population density of about 500 x 10% organisms/ml has been 
reached. 

Growth of Nitrosomonas in continuous culture 

In these experiments the procedure adopted was to grow the organism 
as a batch culture until either the desired density of cell population was 

attained or the ammonia was con- 


sumed. A continuous flow of medium 
was then started and the effect of 


90 — 


0s 
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Fig. 4. Effect of iron on the growth of Nitrosomonas europaea in batch culture. Increase in numbers of 
organisms with time in cultures. Curve A control culture without iron. Curve Bculture with 0.5ppm Fe 


Fig.5. Growth of Nitrosomonas europaea in continuous culture. Upper curve shows variation in 
numbers of organisms with time. Lower curve shows variations in the concentration of (NH4),S0,4 
with time 


various flow rates on cell population density and substrate (i.e. ammonia) 
concentration determined. 


Experiment using a 4 inch diameter culture vessel 


During the initial stage of this experiment the bacterial population 
increased from 11 x 10° organisms/ml to 371 x 10® organisms/ml in 
74 hours (Fig.5); the mean doubling time was about 16 hours, as ob- 
served previously, and the ammonia concentration fell to a low level. A 
continuous flow of medium at about 30 ml/hour was then started and 
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maintained for the next three days; during this time the bacterial count 
remained fairly steady but the concentration of ammonia increased very 
slowly although it still remained low. The culture was next diluted with 
fresh medium until the bacterial population was brought to 125 x 10° 
organisms/ml and growth was allowed to continue batchwise until a 
population of 493 x 10° organisms/ml was reached. The continuous slow 
flow of medium was then restored for the next three days. During this 
second continuous culture phase, steady conditions similar to those just 
described for the first were attained. In this experiment when 30 ml per 
hour of medium flowed into a total volume of 1800 ml of culture, the 
dilution rate was 0.016 vol/hour and the mean residence time of the cells 
60 hours. Higher dilution rates invariably caused the culture to “wash 
out” which suggested that under conditions of continuous flow and for 
unexplained reasons the doubling time was much longer than 16 hours, 
the value found under batch conditions. 


Experiments using different ammonium sulphate concentrations 


In the first of these experiments, the medium contained 0.5 g ammo- 
nium sulphate per litre. The culture was started batchwise in the usual 
way and when the population had reached 60 x 10° organisms/ml, 
medium was introduced continuously at about 30 ml/hour. The numbers 
of bacteria and concentration of ammonium sulphate were determined at 
intervals. A steady state became established after some days at a bac- 
terial population density of about 30 x 10° organisms/ml and an am- 
monium sulphate concentration of 0.05 g/litre. 

A new supply of medium containing 1 g ammonium sulphate/litre was 
then substituted. The bacterial population in the culture was increased 
somewhat by growth for a time under batch conditions, when a con- 
tinuous feed of this new medium at 30 ml/hour was started. After some 
days a new steady state became established with bacterial numbers 
constant at about 120 x 10%/ml and the ammonium sulphate concentra- 
tion was slightly more than 0.2 g/litre. By increasing the rate of flow of 
medium to 78 ml/hour, a new steady state was eventually established 
with the ammonium sulphate concentration at 0.61 g/litre and the 
density of the bacterial population at about 40 x 106/ml. These rather 
unsatisfactory results suggested that some other factor must be limiting 
the growth rate. 


Growth of Nitrosomonas in continuous culture with imvproved aeration 


The effect of increased aeration on the growth of Nitrosomonas in 
continuous culture was examined. Agitator speed was increased to 
1250 r.p.m. and an air flow rate of 1 litre air per minute was used. 
Nitrosomonas was grown as a batch culture in the large vessel (internal 
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diameter 9 inches) at 29° using medium containing 6g ammonium 
sulphate per litre until all the ammonia had been consumed. Fresh sterile 
medium was then pumped continuously into the culture vessel at a rate 
of 250 ml/hour so that the ammonium sulphate concentration in the 
culture remained below 0.1 g/litre. Overflowing culture was collected in 
a reservoir bottle cooled to below 10°C. Fig.6 shows the concentration of 
ammonia and _ bacterial 
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at different times. After 8 
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: Fig.6. Growth of Nitrosomonas europaea in continuous 
sulphate was used, with a culture with improved aeration. Upper curve shows 
similar medium flow rate Variations in numbers of organisms with time. Lower curve 
2 he shows variations in the concentration of (NH,), SO, with time 
and aeration conditions, 


cultures were produced 
containing about 800 x 10° 
organisms/ml. 
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Extraction 
of a Cytochrome pigment 
from Nitrosomonas cells 
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Nitrosomonas cells, se- 
parated by centrifuging, ‘ 
were obtained as a brick- 600 550 500 450 = ™ 400 
red coloured paste in wirvelengin 
which a cytochromeC-like "#7 Abmlen spetrun of impure ereehrome 0 
pigment was detected 
by examination with a hand spectroscope. An attempt was made 
to isolate this substance. A thick paste of Nitrosomonas cells (about 1 g 
dry weight) was frozen and allowed to thaw alternately several 
times until a deep red liquid could be separated on centrifuging. 
The mass of partially disrupted cells was well mixed with cold dilute 
aqueous ammonia (20 ml 1°/,) and centrifuged at 2500r.p.m for 15 
minutes. Solid ammonium sulphate was added to the supernatant liquid 
to give an approximately 15°/, solution. This liquid was centrifuged 
again to remove a pale coloured precipitate, and then the pigment was 
precipitated by adding trichloroacetic acid solution (0.1 volumes of 25°/)). 


g (NH,),S0, /L cu/ture 
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This coloured precipitate (0.23 g) was dialysed against distilled water to 
remove any trichloroacetic acid and then dried in a desiccator in vacuo at 
room temperature. The absorption spectrum of this crude preparation was 
determined by dissolving a suitable quantity in very dilute aqueous 
ammonia to which sodium hydrosulphite was added to reduce the 
cytochrome. Fig.7 shows the absorption curve in which three main 
maxima may be easily recognised corresponding to an « band at 550 mu, 
a B band at 516—517 my and ay band at 415 my. 


Discussion 

Satisfactory growth of Nitrosomonas in the culture vessels was not 
achieved in the earlier experiments for various reasons. Some batch 
cultures were characterised by slow initial growth, or failure to grow at 
all after one or two days, or a turbidity denser than was consistent with 
the small population of micro-organisms. In these cultures the stirrer 
shaft and impeller became corroded at the places where the blades had 
been welded to the disc. The corrosion of the shaft happened because an 
unsuitable grade of stainless steel had been used instead of the specified 
grade EN58B, and did not happen when a shaft of the latter grade of 
steel was substituted. The impeller, however, was made from the correct 
grade of stainless steel but heat treatment of the metal during welding had 
impaired its resistance to corrosion by the alkaline mineral salt medium. 
Traces of nickel or chromium may have been released from the corroded 
areas of the stainless steel and both these metals at concentrations greater 
than 0,25 ppm inhibit growth of Nitrosomonas. The fitting of a new im- 
peller having blades secured to the disc by friction fit prevented corrosion. 

After these modifications to the culture vessel, the micro-organism 
grew satisfactorily during the early stages of a culture when the popula- 
tion was small. In the logarithmic phase, doubling times of the order of 
11—16 hours were frequently achieved, at least until the bacterial 
population exceeded about 300 x 10° organisms/ml. After this, growth 
proceeded more slowly with apparent doubling times (i.e. assuming no 
autolysis of old cells) of 2 or 3 days. Bacterial populations of about 
900 x 10° organisms/ml were occasionally reached but only after run- 
ning the culture for several days. Adding small volumes of concentrated 
solutions of ammonium sulphate and other constituents of the medium to 
such slowly growing cultures had no effect, showing that the slow growth 
was not due to nutrient deficiency. Later experiments with continuous 
cultures showed that aeration was a limiting factor for growth. 

Before the importance of aeration was realised, attention was focused 
on cultures growing actively in the logarithmic phase and attempts made 
to run these continuously by adding medium at dilution rates correspond- 
ing to a 16 hour doubling time. Invariably these cultures ‘washed out’. 
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Only by feeding in medium at the low rate of 27 ml/hour (the slowest 
feed rate of which the pump was capable), could cultures be maintained, 
Under these conditions populations were kept fairly constant, generally 
well below 400 x 10° organisms/ml, with concentrations of ammonia 
which at all times were low but which tended to rise slowly during the 3 
or 4 days the experiments lasted. Though an apparently steady state was 
reached, it could not be regarded as a true steady state, because the 
doubling time was much longer than in batch cultures and could not be 
decreased by increasing the dilution rate. The number of cells in such 
cultures was never adequate for metabolic studies. Eventually we 
succeeded in obtaining higher bacterial populations, with satisfactory 
doubling times, in batch cultures and in maintaining these in continuous 
culture with higher dilution rates by increasing the impeller speed and 
so improving aeration efficiency. From this it is clear that in many earlier 
experiments growth was limited by inadequate aeration. More detailed 
study of the conditions affecting growth in such culture vessels may lead 
to further improvements in the rate of growth of Nitrosomonas and in the 
yield of organisms. 
Summary 

A clear medium has been used to grow pure cultures of Nitrosomonas 
europaea in flasks and in a continuous culture apparatus. 

Of several metallic ions examined in flask cultures of Nitrosomonas, Fe 
at 2 ppm and Co, Mn and Zn at 1 ppm were not toxic, Ni and Cr at con- 
centrations greater than 0.25 ppm inhibited growth and Cu stopped 
growth completely at 0.5 ppm and inhibited at 0.1 ppm. Stainless steel 
of the specification EN58B did not affect growth. 

In the continuous culture vessel, Nitrosomonas showed a growth 
response to Fe only when the population exceeded about 500 x 108 
organisms/ml. The minimum doubling time was about 8 hours in flasks 
and 11 hours in the culture vessel. With effective aeration and automatic 
px control, cultures of Nitrosomonas were grown successfully in con- 
tinuous culture and gave a yield of 2.14 g dry weight of bacteria from 
30 litres of culture in 5 days. 


We are grateful to Mr. J. M. Brooks for skilled technical assistance, to Dr. 
N. Prennic for help with certain experiments and to Dr. D. Hurpert for useful 
advice. 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Darmstadt 


Uber den Stoffwechsel und die Cellulosesynthese von 
Acetobacter xylinum (Brown) Holland * 


Von 
JOSEF WEIGL 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 2. November 1960) 


Acetobacter xylinum wurde 1886 von A. J. Brown entdeckt. Die ex- 
tracellularen Membranen, die dieses Bakterium auf Kohlenhydratmedien 
bildete, zeigten dieselben Eigenschaften wie Baumwolle [Léslichkeit in 
ammoniakalischem Kupferhydroxyd, dem von SCHWEIZER (1857) ge- 
fundenen Reagens; Auftreten von reduzierenden Zuckern bei der 
Hydrolyse]. DaB es sich bei dem Membranmaterial um echte Cellulose 
handelt, ging aus den Untersuchungen von vAN WISSELINGH (1917) und 
Hippert (1930) hervor. Die physikalischen Methoden der Réntgen- 
Strukturanalyse und Elektronenmikroskopie erméglichten in der Folge- 
zeit eine intensive Celluloseforschung und sicherten die Identitat pflanz- 
licherund bakterieller Cellulose vollends: Marku.v. SustcuH (1929) erhielten 
bei Baumwolle und Cellulose bakterieller Herkunft dieselben Réntgen- 
diagramme; HERMANS u. WELDINGER (1949) bestimmten die Kristallini- 
tat mit 40°/,, emem Wert, der dem der Primarwandcellulose ungefahr 
gleichkommt (FREY-Wysstine 1954); Untersuchungen von KausHAL u. 
WALKER (1947) und elektronenmikroskopische Arbeiten von FRrEy- 
WyssLinG u. MUHLETHALER (1946) sowie MUHLETHALER (1948 und 1949) 
brachten die Erkenntnis, daB die Bakteriencellulose aus Fibrillen be- 
steht, die annihernd die gleichen Breitendimensionen aufweisen (250 A) 
wie die von MUHLETHALER (1949) vermessenen Fasern aus Zellwanden 
hoherer Pflanzen. [Am Rande erwahnt sei, daB nach Frry-WyYSssLine u. 
Frey (1950), Meyer, Huser u. KELLENBERGER (1951) sowie RanBy 
(1952) die Tunicatencellulose ganz entsprechend gebaut ist.] Infrarot- 
spektralanalysen von Barctay u. Mitarb. (1954) an Cellulose von 
Acetobacter acetigenum ergaben zudem einen Polymerisationsgrad von 
600 6-Glucose-Hinheiten, einen Wert, der denjenigen nativer «-Cellulose 
(STAUDINGER 1937) erreicht. 


* Teil 1 einer Dissertation der Fakultat fiir Chemie, Biologie, Geologie und 
Mineralogie der Technischen Hochschule Darmstadt. 
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Dieser eingehenden Kenntnis der Biophysik und Chemie der Cellulose 
stand bis vor einem Jahrzehnt die Unkenntnis der biochemischen Um- 
setzungen der Cellulose und des allgemeinen Stoffwechsels jenes Bak- 
teriums gegeniiber, das sich als das wichtigste Werkzeug beim Studium 
der Cellulosesynthese erweisen sollte. Erst in den letzten Jahren wurden 
auch auf diesem Gebiet wesentliche Fortschritte erzielt, auf die wir noch 
eingehen werden. 


Material und Methoden 


I. Kultur des Bakteriums: Zu den Versuchen wurden Kulturen und 
Enzympraparate von Acetobacter xylinum (Brown) Holland (American Type 
Culture Collection 10245) verwendet. Es war notig, ein synthetisches Nahrmedium 
anzustreben, da die bisher iibliche Verwendung von Hefeextrakt die Isolierung 
stoffwechseleigener Substanzen in Frage stellte oder eine Kultur auf radioaktiven 
Kohlenhydraten erforderte. Da sich das Bakterium als p-Aminobenzoesiure- 
bediirftig erwiesen hat (ZrmGLER u. WEIGL 1959), wurde vorwiegend folgende Nahr- 
lésung verwendet: H,O dest. 1000 ml; KH,PO, 0,7 g; Na,HPO, 0,3 g; MgSO,-7H,O 
0,5 g; CaCl, sicc. 0,1 g; NH,NO, 1,0 g; FeCl, 10°/, Lésung, 1 Tropfen; Hoaglands 
A—Z Lsg. 1 ml; p-Aminobenzoesiure 100; Athanol 10 ml; Kohlenhydrat (meist 
Glucose) bis 40 g. Anderungen werden jeweils angegeben. Normalerweise wurde das 
Medium ohne Agarzusatz verwendet und bei 120°C und 1,5 kg/cm? 15 min sterili- 
siert; hitzeempfindliche Substanzen (Vitamine, Phosphorsiureester, Disaccharide 
etc.) wurden mit einem Membranfilter keimfrei gemacht. Die Chinhydron-Elektrode 
zeigte vor und nach dem Sterilisieren einen pq-Wert von 5,7 an. 

II. Gewinnung von Enzympraparaten: Zur Herstellung zellfreier Enzym- 
praparate wurde der Bakterienertrag von Flissigkeitskulturen im Stadium hoher 
Syntheseaktivitaét geerntet und in einem Starmix bei 5°C 30 sec geriihrt, wobei die 
Cellulosemembranen ausgiebig zerschlagen wurden. Aus dieser Suspension wurde 
nach der Methode von HzsTRIN u. SCHRAMM (1954) die Cellulose weitgehend entfernt 
und die Zellen durch Gefriertrocknen in einer Gefrierzentrifuge (Speedivac, Ed- 
wards High Vacuum Ltd.) als hygroskopisches Pulver erhalten, welches mit drei 
Volumteilen Puffer ( der von Fall zu Fall verschieden sein konnte und bei den ein- 
zelnen Versuchen angegeben wird) aufgenommen, in einer Vibrogen-Zellmiihle 
10—20 min unter Kiihlung auf 5°C gemahlen und bei 16000 g zentrifugiert wurde. 
Das Uberstehende wurde mit den Reaktionsgemischen inkubiert. 

III. Priparation von Cellooligosacchariden und Cellodextrinen: 
a) Die Hydrolyse von 500 g Cellulose wurde nach den Angaben von ZECHMEISTER 
u. Torx (1931) mit konzentrierter Salzsiure ausgefiihrt, die nach der Hydrolyse- 
prozedur mit Eis verdiinnt und mit gekiihlter, konzentrierter Natronlauge langsam 
neutralisiert wurde. Die neutrale Briihe wurde unter kraftigem Nachwaschen 
filtriert. Ein Drittel des Filtrats wurde nach ZECHMEISTER u. TorH zu Cellodextrinen 
und Cellohexaose aufgearbeitet; die tibrigen zwei Drittel wurden von einem 3m 
erhdhten Reservoir aus durch eine Kohlesiule (6 x 30 em, WHIsTLER u. Durso 1950) 
geschickt. Die Chlorionen wurden mit 71 H,O, die Glucose und Cellobiose mit 51 
7,5 °/,igem Athanol restlos eluiert. Mit weiteren 2,5 1 15°/)igem Athanol gelang es, die 
Hauptmenge der Cellotriose frei von Cellobiose und Cellotetraose abzutrennen. Der 
folgende Liter 15°/,iger Alkohol enthielt nur noch Spuren von Cellotriose. Die Cello- 
tetraose erschien dann in 2,51 20°/,igem Alkohol frei von Cellotriose und héheren 
Oligosacchariden. Die auslaufenden Fraktionen wurden papierchromatographisch 
auf Zucker getestet (siche unten). Eine Ausdehnung dieser Methode auf die folgen- 
den Oligosaccharide bereitete Schwierigkeiten: die spezifische Desorptionswirkung 
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bestimmter Alkoholkonzentrationen verschlechterte sich, so da& beim Eluieren 
keine zuckerfreien Ubergiinge mehr festzustellen waren. Bereits 2 1 30°/)iger Alkohol 
eluierten betriichtliche Mengen hoherpolymerer Oligosaccharide. 


b) Die soeben beschriebene Priiparation der Oligosaccharide 1a8t sich in ein 
wesentlich eleganteres Verfahren abwandeln: Die nach der Hydrolyse der Cellulose 
vorliegende salzsaure Losung wird nach Verdiinnen auf das zehnfache Volumen tiber 
Nacht stehengelassen, filtriert und mit einem schwach basischen Ionenaustauscher 
(Amberlite IR 45, 20—50 mesh) neutralisiert. Die neutrale Zuckerlésung wird bei 
45°C unter vermindertem Druck eingetrocknet. 5 g des auf diese Weise gewonnenen 
Materials werden in 100 ml 8°/,igem Athanol gelést bzw. suspendiert und auf eine 
Kohlesiiule (6 x17 cm) gegossen. Glucose und Cellobiose werden mit 31 8°/,igem 
Alkohol restlos ausgewaschen. Die hoherpolymeren Zucker werden durch eine kon- 
tinuierlich steigende Alkoholkonzentration eluiert: In einem 3 m erhéhten Auslauf- 
gefaB werden 1,5 112°/,iger Alkohol vorgegeben und magnetisch geriihrt. Durch das 
AusflieBen wird aus einem zweiten Reservoir 40°/,iger Alkohol nachgezogen. Es 
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Abb. 1. Siulenchromatographische Trennung der Oligosaccharide aus einem Cellulosehydrolysat. 
Beschreibung im Text 


passierten etwa 5,5 1 Fliissigkeit die Kohlesiiule mit einer Geschwindigkeit von 20 ml 
je 30 min. Das AusflieSende wird mittels eines Fraktionenkollektors in 20 ml-Frak- 
tionen aufgefangen. Aus jeder fiinften Fraktion wird eine 0,1 ml-Probe der Zucker- 
bestimmung nach WALLENFELS (aus PancH u. TRAcHY 1955) zugefiihrt. Die Ordi- 
nate in Abb.1 zeigt die gemessene Extinktion bei 405 mu, die Abszisse die Zahl der 
Fraktionen. Die iuferste Streuung von Spuren der einzelnen Zucker wurde chromato- 
graphisch ermittelt (punktierte Linien). Die den schraffierten Gebieten entsprechen- 
den Fraktionen wurden gesammelt; die darin enthaltenen Zucker waren frei von den 
angrenzenden Homologen. 


c) Préparation radioaktiver Cellulose und der bei ihrer Hydrolyse anfallenden 
Zucker: Zu 2 ml der oben angegebenen Nihrlésung (1,5°/) Glucose) wurden steril 
2°/, ATP, 10°/, durch Gefriertrocknen gewonnenes Bakterienpulver, 1°/, Hefe- 
extrakt und 0,2 me uniform markierter Glucose gegeben. Die im Laufe von 24 Std 
gebildete Cellulose wurde durch Zentrifugieren geerntet und gereinigt wie unter VI. 
angegeben ist. Sodann wurde die Cellulose 5 Std bei Zimmertemperatur mit 1 ml 
konz. Salzsiure geschiittelt, mit Wasser auf 10 ml aufgefiillt und iiber Nacht bei 
2°C stehengelassen. Die ausgefallene Cellulose wurde durch Zentrifugieren gewon- 
nen und gewaschen. Das Uberstehende wurde mit Amberlite-Ionenaustauscher 
IR 45, 20—50 mesh, neutralisiert, durch Gefriertrocknen auf 1 ml eingeengt und 
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durch Hinstellen einer Alkoholkonzentration von 27 %/) (20°C, 5 Std) die Cello- 
dextrine gefillt. Die Oligosaccharide wurden durch Papierchromatographie ge- 
trennt. Es wurde mehrmals aufsteigend in Butanol-Dimethylformamid-Wasser 
(2:1:1) chromatographiert. Nach fiinf Aufstiegen konnten Glucose, Cellobiose, 
Cellotriose, Cellotetraose und Cellopentaose als radioaktive Bander lokalisiert und 
eluiert werden. Die am Startstrich zuriickgebliebenen Zucker wurden mit 10 ml 
Wasser durch einstiindiges Kochen im Riickflu8kiihler extrahiert, eingeenet und 
erneut im gleichen Lésungsmittel 15 Tage absteigend chromatographiert. Es konn- 
ten noch Cellohexaose, Celloheptaose und die am Startstrich bleibenden Zucker 
abgetrennt werden. Bei der Salzsiurehydrolyse der Cellulose treten auch andere, 
unbekannte Produkte auf, die auf Verunreinigungen zuriickzufiihren sind oder 
durch komplexe Vorginge bei der Hydrolyse entstehen. Sie sind aber nur in sehr 
geringer Menge vorhanden und chromatographisch gut von den gesuchten Zuckern 
zu unterscheiden, stéren somit die Isolierung der letzteren nicht. 


IV. Priparation von Maltotriose: 20g kiufliches Amylodextrin (Merck) 
wurden in 500 ml m/50 Phosphatpuffer pq 7,2 mit 10 ml filtrierten Speichels 5 Std 
bei 30°C aufbewahrt. Die Reaktion wurde durch kurzes Aufkochen abgebrochen. 
Nach nur einstiindiger Einwirkung des Speichels liegen auch die hoheren Amylo- 
oligosaccharide in praparativ gewinnbaren Mengen vor. Die Trennungsméglich- 
keiten sind denen der Cellooligosaccharidreihe analog (WHISTLER u. Durso 1950). 


V. Darstellung von Uridindiphosphatglucose: Uridindiphosphatglucose 
(UDPG) und verwandte Verbindungen wurden nach einer Vorschrift von LELOIR u. 
PALADINI, die aus COLOWICK u. Kapuan (1957) entnommen wurde, prapariert (siehe 
auch CapuTro u. Mitarb. 1950; Panapint u. LELorr 1952). 


VI. Quantitative Cellulosebestimmung: 1. Reinigung: Die bei Kultur- 
und in vitro-Versuchen anfallende Cellulose wurde 10 min in 4°/,iger Natronlauge 
gekocht (JeRMyN 1949; Convrn 1957), zweimal mit heiBem, dest. Wasser und zwei- 
mal mit 80°/,igem Athanol gewaschen und abzentrifugiert. Das resultierende 
Celluloseprodukt konnte als ,,rein‘* angesprochen werden, da bei seiner Hydrolyse 
auBer Glucose kein anderer Zucker, keine Uronsiuren und keine Aminosauren 
papierchromatographisch erfaft werden konnten. (Bei der Hydrolyse radioaktiver 
Cellulose sind in sehr geringer Menge auch andere, unbekannte Substanzen durch 
ihre Strahlung nachweisbar; siehe IIIc.) 


2. Bestimmung: GréBere Cellulosemengen wurden nach 24stiindigem Aufenthalt 
in einem Vakuumexsiccator, der mit Phosphorpentoxyd beschickt war, gravi- 
metrisch bestimmt. Cellulosemengen unter 10 mg wurden nach folgender Arbeits- 
weise ermittelt: Die gemiB obiger Beschreibung vorgereinigte und abzentrifugierte 
Cellulose wurde mit 1 ml 5 n HCl aufgenommen und 5 min in einem Wasserbad von 
100°C hydrolysiert, nach genau 5 min in ein Hisbad gebracht und mit ungeféhr 
3 ml eiskaltem, dest. Wasser verdiinnt. Mit kalter Natronlauge (etwa 2,5 ml 2 n oder 
einer iquivalenten Menge anderer Konzentration) wurde neutralisiert und mit dest. 
Wasser auf 10 ml aufgefiillt; davon wurden je nach Konzentration 0,1 bis 1 ml einer 
Zuckerbestimmung nach WALLENFELS unterworfen. Die Eichwerte wurden da- 
durch gewonnen, da8 wagbare Cellulosemengen in salzsaure Losung gebracht und 
hydrolysiert wurden, z.B. 100 mg in 100 ml 5 n HCl, und davon definierte Anteile 
obiger Prozedur (Neutralisation und Zuckerbestimmung) zugefiihrt wurden. Die 
Vollstiindigkeit der Hydrolyse konnte durch Vergleich mit Glucosewerten gepriift 
werden. Die Methode erlaubt die Erfassung von Cellulosemengen iiber 50 y. Bei 
Neutralisation der mit Eiswasser versetzten salzsauren Losung mit Amberlite IR 45 
(20—50 mesh) ist die Verdiinnung durch Gefriertrocknen ruckgaéngig zu machen. 
Dadurch wird die Bestimmung bis zu 5 y Cellulose méglich. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 38 24. 


354 JoseFr WEIGL: 


VII. Phosphatbestimmung: Die Beschreibung findet sich im Begleitheft 
zum Eppendorf-Photometer (siehe auch T. THEORELL 1931; K.C. ScHrEL 1936). 
Die Lésung wurde in manchen Fallen einer Barium-Fraktionierung unterworfen 
(vgl. Lz Pace u. UmsBreir 1943). 

VIII. Papierchromatographie: 

Zucker. Die in unreiner Lésung vorhandenen Kohlenhydrate wurden durch auf- 
einanderfolgende Behandlung mit einem basischen und sauren Austauscherharz 
(Amberlite IR 45, 20—50 mesh; IR 50, 20—50 mesh) ihrer Ionen entledigt und — 
da auch Oligosaccharide erfaf&t werden sollten — mit dem Laufmittel n-Butanol/ 
Pyridin/Wasser, 6:4:3 (v:v:v) (CHaRGAFF u. Mitarb. 1948), chromatographiert. 
Bei einer Temperatur von 40°C konnten — den Erfahrungen von Hovcu u. Mitarb. 
(1950) entsprechend — erhdhte Laufgeschwindigkeiten erzielt werden. Aufsteigende 
Chromatographie erlaubt bei Zimmertemperatur die Trennung der Oligosaccharide. 
Durch 10—12 Aufstiege iiber je 24 Std (nach jedem Aufstieg ist das Papier zu 
trocknen!) sind die Oligosaccharide bis zur Celloheptaose zu trennen. Ein ange- 
nehmeres Laufmittel als das eben erwihnte pyridinhaltige hat die Zusammen- 
setzung: n-Butanol/Dimethylformamid/Wasser, 2:1:1 (v:v:v). Die Spriihreagen- 
tien wurden den einschlagigen Darstellungen von LinsKEns (1955) und CRAMER 
(1958) entnommen: Reduzierende Kohlenhydrate wurden mit ammoniakalischem 
Silbernitrat oder mit Anilinphthalat, nichtreduzierende und oligomere mit Benzidin/ 
Trichloressigsiure nachgewiesen. 

Nucleotide und Nucleotidphosphate. Zur Chromatographie dieser Stoffgruppe 
wurde das Verfahren von PaLaDINI u. LELOTR (1952) herangezogen. 

Zucker-Phosphorsiure-Ester. Die chromatographische Analyse dieser Verbin- 
dungsklasse wurde von Hanus u. IsHERWOOD (1949) ausgearbeitet; als Laufmittel 
dient das Gemisch n-Propanol/konz. Ammoniak/Wasser, 6:3:1 (v:v:v), als Spriih- 
reagens wird eine Ammoniummolybdatlésung verwendet (siehe auch LINSKENS 
1955). Die Reduktion zu Molybdinblau haben wir nicht in einer Schwefelwasser- 
stoff-Kammer ausgefiihrt, sondern durch Nachbespriihen des Chromatogramms mit 
einer 0,1°/,igen wifBrigen Metol-(p-Methylaminophenolsulfat)-losung. Das Spriih- 
reagens ist bei Zusatz von 10°/, Kaliumpyrosulfit 4 Wochen haltbar. 

IX. Die Autoradiographien wurden durch Exponieren mit Agfa-Réntgen- 
film ausgefiihrt. Quantitative Messungen der Strahlungsaktivitét von Versuchsgut 
wurden mit dem F u. H-Zihler 49 vorgenommen. Die Hohe der Aktivitit wird in 
Impulsen je Minute (IPM) ausgedriickt. 


Versuchsergebnisse 
I. Vitaminbedarf des Bakteriums 


Ks hat sich ergeben, daB Acetobacter xylinum streng p-Aminobenzoe- 
sdure-abhangig ist. Der Trockengewichtsertrag ist im Bereich von 0—0,5y 
p-Aminobenzoesiure/100 ml proportional der Wirkstoffkonzentration, 
was die Verwendung als Testorganismus fiir p-Aminobenzoesaure er- 
moglicht (ZIEGLER u. WeIcL 1959). Auch andere fiir den Stoffwechsel 
wichtige Vitamine zeigen eine gewisse wachstumsfordernde Wirkung: 
Zusitzliche Gaben bedingen Wachstumssteigerung, aber nur dann, wenn 
p-Aminobenzoesaure in optimaler Konzentration vorliegt. Suboptimale 
Konzentrationen an p-Aminobenzoesdure wirken streng limitierend auf 
das Wachstum des Bakteriums (Tab.1). Bei ginzlicher Abwesenheit von 
p-Aminobenzoesaure kommt das Wachstum vollends zum Erliegen. 
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PurKo, NEtson u. Woop (1953, 1954) berichten von ernahrungs- 
maBiger Gleichwertigkeit von p-Aminobenzoesaéure und Pantothensaure 
bei Bacterium linens: das Bakterium benétigt zum Wachstum entweder 
p-Aminobenzoesaure oder Pantothenat; es konnte gezeigt werden, da 
p-Aminobenzoesaure eine Rolle bei der Pantothenatsynthese spielt. Da 
RatnBow u. Mirson (1953) auch bei Acetobacter-Arten (Acetobacter 
capsulatum, gluconicum, turbidans und viscosum) Bedarf an p-Amino- 
benzoesdure und Pantothensidure nachweisen konnten, wobei der Bedarf 
an p-Aminobenzoesaéure we- 
niger ausgepragt ist als der an 
Pantothensadure, und da Pan- 
tothensaure auf das Wachstum 
von Acetobacter suboxydans 
anregend wirkt (Kine u. CHEL- 
DELIN 1953), mu8B hervorge- 


Tabelle 1. Mittelwerte der im Laufe von 

10 Tagen herangewachsenen Bakterienmassen 

(Trockengewichte). Beeinflussung des Ertrages 

durch Vitaminzusatz bei Kultur auf (a) optimal 

und (b) suboptimal mit p-Aminobenzoesture 

(PABS) versehener Néhrlésung (je 100 ml) 
il X6) 


hoben werden, da8 sich Aceto- zusitzlich zu PABS oe Ay 
bacter xylinum in dieser Hin- Se sia PABS/100ml PABS/100ml 
sicht deutlich abweichend a mg 
verhalt. Der p-Aminobenzoe- ohne weiteren 
séure-Bedarf dieser Art ist re ee ee ped 
hones a Nicotinsiureamid 46,3 6,41 
durch Pantothensaure nicht ZU Tactoflavin 49.5 6.42 
beseitigen. Die Erscheinung,  Aneurin 43,2 6,32 
daB8 bei Anwesenheit von  Pyridoxin 42,8 6,40 
p-Aminobenzoesaéure in opti- Pantothensiure 49,3 6,45 
ler M. ; ea hehe B-Alanin 40,4 6,44 
maler Menge eine zusatzlic Biotin 41.0 6.38 
Gabe von Pantothensdure eine — semeinsamer Zusatz BAA 6,51 


weitere Stimulierung des 

Wachstums hervorruft, ist auf Grund der wichtigen Funktion des 
Coenzyms A, zu dessen Bausteinen die Pantothensaure zahlt, verstaénd- 
lich. Eine ahnliche Wachstumsforderung bedingen in mehr oder minder 
deutlicher Weise auch die iibrigen gepriiften Vitamine (Tab. 1). 

Die Weiterfiihrung dieser Versuche erbrachte indes das Ergebnis, daB 
die p-Aminobenzoesaure offensichtlich bei der Synthese der Folséure fiir 
Acetobacter xylinum von Bedeutung ist, wobei sie vermutlich nach dem 
von Karunuma u. Mitarb. (1957) aufgezeigten Mechanismus als Bau- 
stein in die Folsdure eingeht. Die Folsiure vermag namlich die p-Amino- 
benzoesaure im Nahrmedium voll zu vertreten und die Toxicitat von 
Sulfanilamid zu beseitigen (siehe Tab. 2). 

Die Folsiure wiederum ist als Intermediirprodukt auf dem Weg zur 
5-Formy1]-5,6,7,8,-tetrahydropteroylglutaminsdure anzusehen, welche 
nach GREENBERG, JAENICKE u. SILVERMANN (1954, 1955) den Formyl- 
donator bei der Purinsynthese darstellt. Da bei anderen Objekten die 
Bedeutung der p-Aminobenzoeséure bzw. der Folsdure fiir den Stoff- 
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wechsel der Einkohlenstoff-Fragmente durch Befunde bekraftigt wurde, 
wonach diese Siéuren durch gewisse, am C,-Stoffwechsel beteiligte Amino- 
séuren (unter anderem Methionin und Serin) und durch Purine, die End- 
produkte dieses Stoffwechsels, ersetzt werden kénnen (vgl. z. B. STREHLER 
1950; Gots u. Cuv ErLeEn 1952), und da auBerdem Falle bekannt sind, 
bei denen die genannten Substanzen die Sulfanilamid-Hemmung zu be- 
seitigen vermégen (Stva SankuR 1958), wurde auch bei Acetobacter 
aylinum nach einer analogen Verhaltensweise gesucht. Es zeigte sich, daB 


Tabelle 2 
Sulfanilamid-Hemmung des Wachstums von Acetobacter xylinum und deren Beein- 
flussung durch verschiedene, zum C,-Stoffwechsel in Beziehung stehende Substanzen 


Trockengewicht | Trockengewicht 


In 11 enthaltene Wirkstoffmenge peeeaid ts iovbonent 
a nr Le eee 
10 y PABS 38,7 39,2 
10 y Folsiure 40,2 40,3 
10 y PABS; 5 mg Sulfanilamid 18,2 18,2 
10 y PABS; 5 mg Sulf., 10 y Folsiiure 34,7 35,0 
10 y PABS; 5 mg Sulf.; je 10 mg Adenin, Guanin, 

Hypoxanthin 22,8 22,7 
10 y PABS; 5 mg Sulf.; je 10 mg Adenin, Guanin, 

Hypoxanthin, Thymin 23,9 24,0 
10 y PABS; 5 mg Sulf.; je 10 mg Adenin, Guanin, 

Hypoxanthin, Uracil 22,8 ~ 
je 10 mg Serin, Threonin, Methionin 18,8 18,7 
Vitamin B,., 10 y 0 0 


nur das gemeinsame Vorhandensein der Purine eine merkliche Zuriick- 
drangung der Hemmung bewirkt, wahrend sich die Aminoséuren als 
praktisch wirkungslos erwiesen haben. Die im Gegensatz zu Uracil fest- 
stellbare — wenn auch geringe — Wirkung von Thymin legt den Gedan- 
ken nahe, daB der Methylrest des Thymins durch den C,-Stoffwechsel 
geliefert wird (Tab.2). Dies ist eine Ergiinzung zu den Befunden von 
REGE u. SREENIVASAN (1954). 


Vitamin B,,, das nach zahlreichen Untersuchungen an anderen Or- 
ganismen (SHivE 1950; Gots u. Cou Emerrn 1952; Forp u. Hurnek 
1955; Locktinenn, HUMPHREY u. ORVILLE 1958) eine Beziehung zum 
C,-Stoffwechsel zu haben scheint, zeigt in unseren Versuchen keine wachs- 
tumsfordernde oder sulfanilamidenthemmende Eigenschaft. 


Bei ungehemmten Kulturen wurde festgestellt, da8 auBer Folsaure 
keine der in Tab.2 aufgefiihrten Substanzen die p-Aminobenzoesiure- 
Bediirftigkeit des Bakteriums beseitigt. Fehlen von p-Aminobenzoesiure 
wird immer mit Wachstumsstillstand beantwortet. 
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IT, Hinflup von Wirkstoffenauf Wachstum und 
Cellulosesynthese 


1. Penicillin 


Die Zahl der penicillinempfindlichen (hauptsichlich grampositiven) Bakterien 
ist sehr gro. In neuerer Zeit werden Zusammenhinge zwischen Penicillinwirkung 
und Zellwandbildung offenkundig (Work 1957; Park u. SrromINGER 1957; Park 
1958; Iro u. Mitarb. 1958). Bei Acetobacter xylinum ist es uns nur bei der hohen 
Penicillinkonzentration von 1000 TE (Internationalen Einheiten)/ml gelungen, eine 
schwache Hemmung (etwa 4°/)) der Cellulosesynthese zu beobachten; bei einer 
Konzentration von 75 IE/ml war sogar eine geringe Stimulierung (etwa 5°/)) der 
Synthese bemerkbar. Auf Grund dieser Ergebnisse eriibrigte sich die Suche nach 
infolge der Penicillinwirkung angehauften Zellwandvorstufen, die bei den Arbeiten 
von Park u. STROMINGER (1957) und Io (1958) an Staphylococcus aureus zur Er- 
kennung von Uridindiphosphataminozucker-Verbindungen als Zellwandvorlaufer 
gefiihrt hat. 


2. Heteroauxin 


Da die Primarwirkung des Wuchsstoffes bei der induzierten Zell- 
streckung in einer Plastizierung der Zellwand bestehen soll (zuletzt 
NEwcomBE 1960), schien es interessant, den 
Einflu8B des Heteroauxins auf die reine Cellu- Tabelle 3. Hinflug von IES 
losesynthese zu testen, wenn auch eine uf die Syntheseleistung von 


Identitaét der Vorgiinge bei dem Bakterium PRE EAE a, 
und bei der Zellwandbildung der héheren mol. IES- | Trockengewicht 


Pflanzen nicht unbedingt besteht. a = 

Die Wirkung der /-Indolylessigsaure auf ne Ae 
Acetobacter xylinum besteht in einer Hem- 10-5 95 
mung bei hohen Konzentrationen (Tab. 3). 10-8 110 
Dabei geht die Abnahme des Trocken- 105 107 
gewichts- und Celluloseertrages annihernd 10°* 112 
parallel. 


Cumarin, ein Wuchsstoffantagonist, zeigt einen ahnlichen Hinflu8 auf 
das Wachstum des Bakteriums. Es ist anzunehmen, daB es sich in beiden 
Fallen um einen unspezifischen Gifteffekt von Chemikalien handelt. Eine 
Wachstumsforderung war nie zu beobachten. Nach diesem Befund 
scheint daher eine Wirkung der /-Indolylessigsaure auf die enzymatischen 
Vorginge der Cellulosesynthese (zumindest bei Acetobacter xylinum!) 


nicht gegeben. 
III. Zur Chemie der Cellulosesynthese 


1. Cellulosesynthese aus Monosen 


a) Phosphorylierung. GreatHousE (1957) hat die Beteiligung von 
Adenosintriphosphat (ATP) bei der Cellulosesynthese durch Acetobacter 
aylinum sichergestellt. Scuramm, GRonET u. Husrrin (1957) sicherten 
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die Reaktionskette: Fructose-6-phosphat = Glucose-6-phosphat = Glu- 
cose-1-phosphat. Mit der Methode von Mc Donap (1957) konnten wir 
nun in Zellhomogenaten sowohl Gluco- als auch Fructokinase nachweisen, 
wobei die Bildung der Enzyme mehr oder minder adaptiv zu denken ist, 
da auf Fructose gewachsene Zellen sehr stark verminderte Glucokinase- 
aktivitéat aufweisen und umgekehrt. Da wir iiberdies Glucose-6-phosphat 
aus umfangreichem, auf Glucose gewachsenem Zellenmaterial isolieren 
konnten (ZIEGLER u. WEIeL 1959) und da GLASER (1957) ein Enzym ge- 
funden hat, welches die Reaktion: Glucose-1-phosphat + UTP = 
UDPG + PP katalysiert, sind Glucose-6-phosphat und Glucose-1-phos- 
phat als Intermediérprodukte auf dem Weg von Glucose zu Cellulose 
anzusehen. In welcher Entfernung sie auf dem Syntheseweg zu dem ersten 
nicht phosphorylierten Di- oder Oligosaccharid stehen, 1aBt sich jedoch 
bislang nicht angeben. 


b) Beteiligung von Uridindiphosphatglucose (UDPG). Es 
ware eine Bekraftigung der Annahme irgendeiner Rolle der UDPG bei 
der Cellulosesynthese oder doch mindestens ein Hinweis auf das AusmaB 
ihrer Beteiligung gegeben, wenn es gelinge, diese Verbindung aus Bak- 
terienmaterial zu isolieren, das auf eingangs erwahnter, synthetischer 
Nahrlésung gewachsen ist. 


Aus umfangreichen Kulturen haben wir nun durch Sammeln der an der 
Oberflache herangewachsenen Bakterienhaéute, Zerschlagen im Starmix 
und anschlieBendes Gefriertrocknen 950 g Trockengut gewonnen, das 
wir nach der Methode von Lrtorr u. PaLapInt (siehe oben) auf UDPG 
verarbeitet haben. Die am Ende der Praparation vorliegende Lésung 
wurde durch Gefriertrocknen eingeengt und restlos zu einem einzigen 
Chromatogramm verwendet. Auf der Héhe der Vergleichs-UDPG konnte 
bei 254 mu keine Absorption festgestellt werden. 


Bei einem weiteren Versuch wurde eine 10°/,ige (v:v) Bakterien- 
suspension in 500 ml Nahrlésung, die ein Zehntel des gewohnlich zur 
Kultur verwendeten Phosphatgehalts enthielt, mit 0,2 me radioaktivem 
Phosphat versehen und 6 Std bei 30°C inkubiert. Danach wurden die 
Zellen durch Zentrifugieren geerntet und wie oben angegeben weiter- 
verarbeitet. AnschlieBende Chromatographie und Autoradiographie ent- 
hiillten in Héhe des Vergleichs-UDPG duBerst schwache Radioaktivitiat. 
Das ausgeschnittene Papier zeigte gegeniiber der Umgebung 58 IPM. Auf 
der Héhe von Uridindiphosphat (UDP) war keine Aktivitat zu bemerken. 
Bei beiden Versuchen konnte in den gebrauchten Nahrlésungen weder 
UDPG noch UDP nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sprechen da- 
fiir, daB UDPG und verwandte Substanzen innerhalb und vor allem auch 
auBerhalb der Acetobacter-Zellen nur in sehr geringen Mengen — etwa 
im Vergleich zu Hefezellen! — vorliegen kénnen. 
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2. Cellulosesynthese aus Disacchariden 


Theoretisch denkbar wiire eine Cellulosebildung durch Transglucosidie- 
rung aus Disacchariden analog der Dextran- und Lavanbildung (GoopMan, 
Wert u. STERN 1955; Ferncorp u. Mitarb. 1956; Latnry u. OxForD 1958). 

a) x«-glucosidisch gebundene Disaccharide. Da intakte Zellen 
auf Saccharose und Maltose (Maltotriose und Amylodextrinen) gut ge- 
deihen und dabei reichlich Cellulose bilden, schien die Frage einer 
Hignung dieser Stoffgruppe als Cellulosebaustein einer Priifung wert. Es 
zeigte sich, daf zellfreie Enzymsysteme nicht zur Cellulosesynthese aus 
Saccharose und Maltose fahig sind: Radioaktive Saccharose (25800 IPM) 
wurde mit einer zellfreien Enzymlésung 6 Std bei 30°C und py 7,8 
(m/5 Phosphatpuffer) inkubiert. Es konnte anschlieBend keine radio- 
. aktive Cellulose festgestellt werden. Im Reaktionsgemisch konnten wohl 
Glucose und Fructose, jedoch keine phosphorylierten Zucker, kein UDPG 
und keine Oligosaccharide nachgewiesen werden, so da8 wir keinen Hin- 
weis auf eine phosphorolytische Spaltung oder Transglucosidaseaktivitat 
haben. Da bei der Inkubation von Maltose Glucose auftritt, ohne daB 
dabei das Auftreten von Cellulose zu registrieren ist, scheinen hier ahn- 
liche Verhaltnisse vorzuliegen. 

Aus den bei der Saccharosespaltung auftretenden Zuckern wurde bei 
Zusatz von 2°/, ATP im Laufe weiterer 12 Std radioaktive Cellulose 
(140 IPM) polymerisiert. 

b) Cellobiose. Unser zellfreies Enzymsystem vermag auch nicht aus 
Cellobiose (sowie Cellotriose, Cellotetraose und Cellohexaose) Cellulose zu 
synthetisieren. Zusatz von 2—4°/, ATP bewirkt jedoch im Falle der 
Cellobiose wiederum meBbare Cellulosesynthese. Da hier im Reaktions- 
gemisch keine Glucose nachzuweisen ist, also sicher hydrolytische Spal- 
tung fehlt, ist der Mechanismus dieses Effektes vorliufig unklar; man 
kann héchstens in einer méglichen Anfangsreaktion der Cellulosesynthese : 
XG+ G=G,+ X (G= Glucose; G, = Cellobiose; X bedeutet den in 
einem zu postulierenden Glucosedonator mit Glucose verbundenen Rest) 
eine Gleichgewichtsverschiebung nach links durch Entzug der Glucose 
mittels Phosphorylierung vermuten. Wichtiger scheint uns aber die Fest- 
stellung, daB direkter Glucoseaustausch zwischen Disacchariden und 
Cellodextrinen nach dem Schema der Dextranbildung (ZG + G, = 
Gni+1 + Z, wobei Z den anderen im Disaccharid vorhandenen Zucker- 
anteil darstellt) oder der mit Transglucosidierung einhergehenden Spaltung 
von Disacchariden (Girt 1954; Busronu. JaABBaR 1954; CrooKu. STONE 
1957) beider Cellulosesynthese durch Acetobacter xylinumkeine Rolle spielt. 


3. Cellulosesynthese aus C3-Ké6rpern 


Intakte Zellen synthetisieren aus Glycerin, Dioxyaceton, Milchsaure 
und Brenztraubensiure Cellulose, wenngleich dieser ProzeB auBerst 
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langsam verléuft im Vergleich zur Synthese aus Glucose, Fructose, 
Saccharose usw. Von lebenden Zellen freie Praparate besitzen diese 
Fahigkeit nicht. 


4. B-glucosidisch gebundene Oligosaccharide als Zwischenstufen auf dem Weg 
zur Cellulose 


In dem auf S. 352 beschriebenen Ansatz zur Gewinnung radioaktiver 
Cellulose wurde die Synthese durch kurzes Aufkochen gestoppt, die 
Cellulose durch Zentrifugieren bei 25000 g entfernt und der weiteren Ver- 
arbeitung zugefiihrt. Die cellulosefreie Losung wurde durch Behandlung 
mit je 2 ml eines basischen und sauren Ionenaustauschers (Amberlite IR 
45 und IR 50, 20—50 mesh) von den Ionen befreit, gefriergetrocknet, mit 
1 ml heiBem Wasser erneut aufgenommen und als Band in Butanol/ 
Dimethylformamid/Wasser (2:1:1) 3mal iiber 24 Std aufsteigend chro- * 
matographiert. Das Autoradiogramm zeigte nach zehntagigem Exponie- 
ren tiber der Glucose (d.h. also schneller laufend) drei Bander, die dem- 
nach zu nicht als Zwischenstufen der Cellulosesynthese in Betracht 
kommenden Substanzen gehéren miissen; unter der Glucose konnten 
neben anderen in Hohe der authentischen Vergleichssubstanzen (Cello- 
biose, Cellotriose, Cellotetraose) sehr schwach radioaktive Bander er- 
kannt werden, die wir jedoch vor weiterer Untersuchung noch nicht end- 
giltig mit Cellobiose, Cellotriose usw. identifizieren méchten. 

An der Startlinie war sehr starke Radioaktivitat zuriickgeblieben; die 
radioaktiven Substanzen konnten durch einstiindiges Kochen mit 10 ml 
Wasser im RiickfluBkiihler restlos eluiert werden. Das Eluat wurde ge- 
friergetrocknet, mit 0,5 mlm/10 Phosphatpuffer py 4,8 aufgenommen und 
nach Zusatz von 0,5 ml einer ,,Cellulaseldsung‘‘ 14 Std bei 28°C inkubiert. 
[Die Cellulase wurde aus der Naihrlésung von Merulius lacrymans-Kultu- 
ren gewonnen (siehe folgende Arbeit)!; sie war gegeniiber der Nahrlésung 
etwa zwanzigfach angereichert und frei von Amylase.] Nach der In- 
kubation wurde das Reaktionsgemisch, wie oben beschrieben, vom 
Puffer befreit und abermals in But./Dmfa/H,O chromatographiert. Die 
Autoradiographie enthiillte, daB die urspriinglich nicht wandernde 
Radioaktivitaét schaitzungsweise zu 80°/, verschwunden und eindeutig in 
radioaktive Glucose, Cellobiose und — in geringerer Menge — Cellotriose 
iibergegangen war. 

Diskussion 

ScHRAMM (1955) hatte auf Grund von Isotopenversuchen, bei welchen 
die am C, der Glucose angebrachte ™C-Markierung in der aus der syn- 
thetisierten Cellulose wiedergewonnenen Glucose nur zu 10°/, an Ort und 
Stelle erhalten war, angenommen, da die Glucosemolekiile nicht direkt 
als Monomere zu Cellulose polymerisiert werden, sondern vorher einer 
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Spaltung in kleinere Einheiten bediirfen, aus welchen dann erst die 
Celluloseketten zusammengefiigt werden. Diese Ansicht schien gestiitzt 
zu werden durch die Feststellung (ScHRAMM, GRONET u. HESTRIN 1955), 
daB Trockenpraparate auch aus Dioxyaceton und Glycerin Cellulose 
bilden. Zu einer ahnlichen Anschauung kamen Bourne u. WEIGEL (1954). 
Da diese Meinung erhebliche Verbreitung gefunden hat (RrpPEL-BALDES 
1955; PRESTON 1958; FREY-Wysstine 1959), sei kurz darauf eingegangen. 

Hs ist selbstverstindlich, daB ein lebendes System, das aus einer vor- 
liegenden Substanz bestimmten Energiegehalts (hier Glucose) eine Sub- 
stanz hoheren Energiegehalts (Cellulose) synthetisieren soll, einen Teil der 
vorliegenden Substanz (Glucose) zur Gewinnung der dazu notigen Ener- 
giezufuhr verwerten muB. Dies geschieht durch den mit Phosphorylie- 
rung gekoppelten Abbau. Der die Okonomie dieses Prozesses ausdriickende 
Quotient: zu Cellulose synthetisierte Glucose / abgebaute Glucose wird 
unter ungiinstigen Bedingungen klein sein (namentlich dann, wenn dem 
Bakterium die zweite Energiequelle der Alkoholoxydation nicht geboten 
wird), d.h. es wird wenig Glucose direkt in Cellulose eingebaut werden. 
Der gréBte Teil des in der Glucose vorliegenden Kohlenstoffgeriists geht 
zuerst durch das Getriebe des Stoffwechsels und wird teilweise zu Glucose 
oder einer Glucoseverbindung resynthetisiert, wodurch die Veranderun- 
gen der an einem bestimmten C-Atom spezifisch angebrachten Markie- 
rung verstaéndlich wird. C,-Verbindungen, die auf dem Weg dieses Stoff- 
umsatzes liegen oder in diesen einbezogen werden kénnen, werden somit 
auch teilweise in die Cellulose eingehen. Zur energetischen Koppelung 
zwischen oxydativem Abbau und Synthese sind jedoch nur lebende 
Systeme befahigt (es ist gegenwartig noch nicht méglich, mit zellfreien 
Praparaten oxydative Phosphorylierung vorzunehmen). Wahrhaft zell- 
freie Systeme (Trockenpraparate sind nicht frei von intakten Zellen!) 
sind nicht in der Lage, aus Glucose oder C,-Verbindungen ohne Zusatz 
von ATP Cellulose zu synthetisieren. Andererseits wird aber ein Cellulose 
synthetisierendes Enzym an dem Glucosegeriist nichts verandern. DaB 
Glucose ungespalten und direkt in Cellulose iibergehen kann, wird durch 
eine Untersuchung von GREATHOUSE (1957), wonach tatsachlich an- 
nahernd der theoretische Wert von 100°/, der Glucose unverandert in der 
Cellulose wiedergefunden wurde, und durch den Nachweis der Gluco- 
kinase sichergestellt. 

Die bedeutende Stellung der UDPG bei Synthesen von Di- bis Poly- 
sacchariden als ,,aktivierte Glucose“ ist offensichtlich (siehe z.B. Ln- 
LOR u. CARDINI 1957). Eine Untersuchung von WricuT u. ANDERSON 
(1959) nahrt die Vermutung, daB bei Dictyostelium discoideum UDPG in 
Beziehung zu der wahrend der Bildung des Sporangienstieles stattfinden- 
den Cellulosesynthese steht. Park u. SrRoMINGER (1957) sowie [ro u. 
Mitarb. (1958) sehen in den bei Penicillinhemmung von Staphylococcus 
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aureus angehauften Uridindiphosphataminozucker-Verbindungen Zell- 
wandvorstufen. GLASER u. Brown (1957) betrachten das Uridin- 
diphosphat-N-acetylglucosamin als Vorliufer des Chitins. Danach wiirden 
UDP-Zuckerverbindungen die unmittelbaren Baustoffdonatoren bei 
Synthesen von Zellwandsubstanzen darstellen. 

Wihrend der von uns mitgeteilte Effekt, wonach die Cellulosesyn- 
these einer Bakteriensuspension durch UDPG positiv zu beeinflussen ist 
(ZIEGLER u. WEIGL 1959), auch mittelbar zustande kommen kénnte und 
somit nichts Sicheres iiber eine direkte Beziehung der UDPG zur Cellu- 
losesynthese durch Acetobacter xylinum aussagt, konnte GLASER (1957) 
ein Enzym freilegen, das Glucose von UDPG auf Cellodextrine tibertragt. 
Die Erfahrung, da8 wir in umfangreichem Bakterienmaterial und der 
dazugehérigen Nahrlésung UDPG und UDP praparativ nicht erfassen 
konnten und auch nach Inkubation einer Suspension mit radioaktivem 
Phosphat in den Zellen nur minimale Mengen eines chromatographisch 
mit UDPG identischen K6rpers, auBerhalb der Zellen weder UDPG noch 
UDP nachweisen konnten, 1laBt es zweifelhaft erscheinen, daB UDPG als 
unmittelbarer, extracellularer Glucosedonator der doch aéuBerst lebhaften 
Synthese anzusehen ist (vgl. auch Cotvrin 1959). Ein diffusibler, extra- 
cellularer Glucosedonator ist aber zu fordern, da die Synthese unter 
natiirlichen Verhaltnissen extracellular stattfindet (MUHLETHALER 1949) 
und auch in vitro nicht an das Vorhandensein von Zellwanden gebunden 
ist, was durch die Wirksamkeit von zellwandfreien Enzymlésungen be- 
wiesen wird. Da8 es sich jedoch bei dem postulierten, ATP-unabhingigen 
Glucosedonator nicht um ein Di- oder Oligosaccharid handeln diirfte, 
mag daraus zu ersehen sein, daB unser Enzymsystem, welches aus 
Glucose +- ATP (andere etwa nétige Cofaktoren miissen als vorhanden 
angenommen werden, da sie bei der Praparation nicht eliminiert werden) 
Cellulose synthetisiert, bei Inkubation mit Cellobiose, Cellotriose, Cello- 
tetraose und Cellohexaose, Saccharose und Maltose keinerlei trans- 
glucosidierende Eigenschaften zeigt. 

Cellobiose kann somit nicht als Glucoselieferant: 


Go+ Ga=G= Gai 


(wobei G = Glucose, der Index den Polymerisationsgrad bedeutet), 
sondern héchstens als erstes Polymerisationsprodukt: 


XG+G =“=X=G; 
XG + G,= X + G, usw. 


angesehen werden (X bedeutet den in einem Glucosedonator mit Glucose 
in Bindung stehenden Rest). 

Man ist versucht, als Selbstverstindlichkeit anzunehmen, daB bei der 
Cellulosesynthese die Stufen der Cellooligosaccharide und Cellodextrine 
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durchlaufen werden. Um die experimentelle Priifung dieser Annahme 
bemiihten sich WALKER u. WricHT (1957) mit positivem Erfolg bei 
Acetobacter acetigenum; es gelang ihnen, Cellooligosaccharide als Zwi- 
schenstufen bei der Cellulosesynthese dieser Art nachzuweisen. Sowohl 
Corvin (1959) als auch unseren Untersuchungen an Acetobacter xylinum 
ist es bisher verwehrt geblieben, die chromatographisch wandernden 
niedermolekularen Oligosaccharide (Cellobiose, Cellotriose, Cellotetraose, 
Cellopentaose) einzeln eindeutig nachzuweisen. Wir konnten jedoch im 
Laufe der Synthese eine wasserlésliche, chromatographisch nicht wan- 
dernde Fraktion gewinnen, die bei Behandlung mit Merulius-Cellulase 
zum groBen Teil in chromatographisch mit Glucose, Cellobiose und 
Cellotriose identische Zucker iiberging. Die weitere Untersuchung wird 
ergeben, ob wir ein einzelnes definiertes 6-glucosidisches Kohlenhydrat 
oder das Gemisch von wasserléslichen Cellooligosacchariden und Cello- 
dextrinen abgebaut haben. Letzteres ist naturgemaB vorerst glaub- 
wiirdiger. 

Sicher ist, daB die Glucosephosphate an der Bereitstellung eines nieder- 
molekularen, unmittelbar vor der Cellulose stehenden Glucosedonators 
beteiligt sind (GREATHOUSE 1957; ScHRAMM, GRONET u. HesTRIN 1957; 
ZIEGLER u. WEIGL 1959), wenn auch das Glucose-1-phosphat nicht selbst 
als solches zu fungieren scheint, da intakte Zellen aus Glucose-1-phosphat 
keine Cellulose synthetisieren kénnen (ScHRAMM, GRONET u. HESTRIN 
1957). 

Die bekannten und die zu fordernden Verhaltnisse kénnen wir demnach 
in folgendes Schema fassen: 


Glucose + ATP —> < Zellwand 
Glucose-6-phosphat = Glucose-1-phosphat = UDPG 


{ 


extracellularer Glucosedonator 


-++ (B-Glucose), 
\ 


(B-Glucose)n+4 


Die Natur dieses extracellularen, glucosespendenden Coenzyms, dessen 
Funktion nur in Gemeinschaft mit einem Enzym zu verstehen ist, gilt es 


also noch aufzufinden. 


Zusammenfassung 
1. Acetobacter xylinum ist streng p-Aminobenzoesdure-bediirftig. Sub- 
optimale Gaben von p-Aminobenzoesaure wirken limitierend auf das 
Wachstum des Bakteriums, auch dann, wenn die anderen Vitamine in 
optimaler Konzentration vorliegen. 
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2. Die p-Aminobenzoesdure ist nur durch Folsaure ersetzbar, nicht 
etwa durch Pantothensiiure, wodurch ihre ausschlieBliche Bedeutung bei 
der Folsiuresynthese (bei Acetobacter zylinum) angezeigt wird. Die Sul- 
fanilamidhemmung wird durch Folséure und in geringem Maf durch das 
gemeinsame Vorhandensein der Purine zuriickgedrangt. Thymin scheint 
die entgiftende Wirkung der Purine etwas zu unterstiitzen, was fiir die 
Vermutung spricht, daB der Methylrest des Thymins durch den C,-Stoff- 
wechsel bereitgestellt wird. 

3. Penicillin zeigt nur in sehr hoher Konzentration auBerst schwache 
Wachstumshemmung; es ist daher experimentell nicht als Hemmstoff 
der Cellulosebildung durch Acetobacter xylinum zu benutzen, wie das 
etwa Park u. STROMINGER an Staphylococcus aureus gezeigt haben. Bei 
geringer Konzentration wurde sogar eine leichte Stimulierung des Wachs- 
tums hervorgerufen. 

4. Heteroauxin und Cumarin zeigen keine spezifische Wirkung auf 
die Cellulosesynthese durch Acetobacter xylinum. 

5. In den gebrauchten Nahrlésungen konnte trotz Verwendung von 
radioaktivem Phosphat weder Uridinphosphat noch Uridindiphosphat- 
glucose nachgewiesen werden; aus‘den Zellen konnten geringe Mengen 
einer chromatographisch mit Uridindiphosphatglucose identischen 
Substanz freigelegt werden. Diese Befunde lassen zweifeln, daB Uridin- 
diphosphatglucose als unmittelbarer extracellularer Glucoselieferant der 
Cellulosesynthese anzusehen ist, obwohl ihr nach friiheren Untersuchun- 
gen ein Platz auf dem Syntheseweg der Cellulose zuzuschreiben ist. 

6. Die Fahigkeit zur Cellulosesynthese durch Transglucosidierung aus 
Cellobiose, Cellotriose, Cellotetraose, Cellohexaose, Saccharose, Maltose 
und Maltotriose nach dem Schema der Dextranbildung oder der mit 
Transglucosidierung verbundenen Spaltung von Disacchariden bei 
anderen Objekten fehlt einem aus Acetobacter xylinum gewonnenen 
Enzymsystem. 

7. Aus einem Ansatz zur Synthetisierung von radioaktiver Cellulose 
(mit weiterer Verarbeitung der Cellulose zu Cellodextrinen und Cellooligo- 
sacchariden) konnten die vermuteten Zwischenstufen der Synthese 
(Cellooligosaccharide) nicht sicher einzeln chromatographisch nach- 
gewiesen werden. Es wurde jedoch eine chromatographisch nicht wan- 
dernde Fraktion gewonnen, die beim Abbau mit Cellulase groBenteils in 
Glucose, Cellobiose und Cellotriose itberging, offenbar also aus Cellooligo- 
sacchariden und wasserléslichen Cellodextrinen bestand. 
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Zur Systematik der Actinomyceten 


5. Die Art Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) 
Waksman et Henrici 1943* 


Von 
R. HUTTER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 18. November 1960) 


Zahlreiche Ver6ffentlichungen auch der letzten Jahre befassen sich 
mit der Systematik von Actinomyceten (z. B. Batpacct 1958, Err- 
LINGER u. Mitarb. 1958, GauszE u. Mitarb. 1958, PrrpHam u. Mitarb. 
1958, Surnosu 1958, Krassi~nrkov 1959, 1960a, 1960b, Mayama 1959, 
WAKSMAN 1959a, Fuaia u. Kutzner 1960). Die Auffassungen iiber die 
fiir die Arteinteilung maBgebenden Kriterien divergieren stark; auch die 
Bemiihungen verschiedener Diskussionsgruppen (Chicago 1958, Stock- 
holm 1958, Tokyo 1959) haben noch nicht wesentlich zur Vereinheit- 
lichung beigetragen. 

Die Charakterisierung von Arten wird oft an Hand der bestehenden 
Beschreibungen oder auf Grund des Studiums eigener Isolierungen vor- 
genommen, und die Typuskulturen werden nicht zum Vergleich heran- 
gezogen. Wie bereits ETrLIncER u. Mitarb. (1958) betont haben, ist 
aber eine zuverlassige Bestimmung nur bei Beriicksichtigung der Typen 
méglich, und Synonymieen diirfen ausschlieBlich nach direktem Ver- 
gleich der entsprechenden Typuskulturen aufgestellt werden. Fiir die 
Bezeichnung der Typen verwende ich die in dem ,,International Code 
of Nomenclature of Bacteria and Viruses“ (1958) festgelegten Bezeich- 
nungen; die von CrFrERRI (1957) vorgeschlagenen Begriffe scheinen mir 
zu stark differenziert. 

Als artcharakterisierende und artdifferenzierende Merkmale betrachte 
ich die bereits bei ErrnincEeR u. Mitarb. (1958) angefiihrten Kriterien: 
Morphologie der Sporenoberfliche, Farbe und Morphologie des Luft- 
mycels, Chromogenitit. Die Zuverlissigkeit der Struktur der Sporen- 
oberflache bestatigen neuerdings die Untersuchungen sowohl von 
TRESNER u. Mitarb. (1960) wie auch von PREOBRAJENSKAYA u. Mitarb. 
(1959, 1960). Den Wert von Farbe und Morphologie des Luftmycels 
haben in letzter Zeit Banpacct (1958), GausE u. Mitarb. (1957, 1958), 


* 4, Mitteilung: Arch. Mikrobiol. 81, 326 (1958). 
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Oxamt u. SuzuKt (1958), Prrpwam u. Mitarb. (1958), Surnosu (1958), 
Mayama (1959) sowie FLara u. Kurzner (1960) hervorgehoben. 

Als Erginzung des Chromogentestes habe ich noch die damit parallel 
gehende Tresner-Danga-Reaktion (TRESNER u. DANnGA 1958) eingefiihrt, 
die in kiirzerer Zeit eindeutigere Ergebnisse liefert. Es scheint sich 
dabei um einen die gleichen Fahigkeiten anzeigenden Test zu handeln 
wie bei der Chromogenprobe?. 

Zusatzlich fiihre ich auch die von der Stockholmer Diskussionsgruppe 
(Stockholm 1958) fiir die Artcharakterisierung empfohlene Farbvariation 
des Substratmycels auf. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von BALDACCI 
(1958) und von Gauss u. Mitarb. (1957, 1958) eignet sich aber nach 
unseren Untersuchungen dieses Merkmal nicht fiir die Artdifferenzierung 
(vgl. Errtincer u. Mitarb. 1958). 

Fiir das Studium des Luftmycels und des Substratmycels lief ich die 
Kulturen meist auf dem von PrRIDHAM u. Mitarb. (1956—1957) vor- 
geschlagenen Hefeextrakt-Agar wachsen; bei schlechter Entwicklung 
wurden noch Tomatenpiiree-Hafermehl-Agar, Hickey-Tresners Agar 
und Carvajals Hafermehl-Agar verwendet. 

Fiir die Uberlassung von Kulturen und von Informationen danke ich Madame 
J. Nicor, Paris, Dr. R. E. Gorpon, New Brunswick N. J., Prof. E. Batpacct, 
Mailand, Prof. L. Strvestri, Mailand, Prof. S. A. Waxsman, New Brunswick 
N. J., Dr. L. E. ARNow, Morris Plains N. J., Dr. C. W. HressEettrne, Peoria Il., 


Dr. E. J. Oswautp, Washington D.C., Dr. T. G. PrrpHam, Peoria Ill, Dr. G. A. 
DE Vrizs, Baarn, und Dr. F. A. Weiss, Washington D. C. 


I. Die Art Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) 
Waksman et Henrici 1943 

Als WaksMAN u. Henrict (1943) die Gattung Streptomyces begriin- 
deten, bezeichneten sie Actinomyces albus Rossi-Doria emend. Krainsky 
1914 als Typus; sie betrachteten diese Art als weitverbreitet und gut 
bekannt. Seit Rosst-Dorra (1891) und Krarnsky (1914) haben vor 
allem WAKSMAN u. Curtis (1916), CHALMERS u. CHRISTOPHERSON (1916), 
WaksMAN (1919), Ducné (1934), Banpacctr (1939, 1940) und Krassin- 
NIKOV (1941) diesen Organismus untersucht und auf Grund von Ver- 
gleichen der Beschreibungen vieler Arten eine teilweise sehr weitgehende 
Synonymie aufgestellt (vgl. auch Batpacct 1947, KrasstnnrKov 1949, 
1959). Wie bereits oben angefiihrt, 1iBt sich jedoch die Zusammen- 
gehorigkeit von Formen nicht durch Gegeniiberstellung von kurzen 
Beschreibungen, sondern nur durch direkten Vergleich der Typus- 
materialien feststellen. Wesentlich ist daher die Fixierung der Typen. 

Die alteste mir bekannte Kultur von Streptomyces albus ist Stamm 
ATCC 618. Diese Kultur wurde von Krarnsky 1914 in BrtyeRtncKs 


* Persénliche Mitteilung von Prof. L. Smvestrt vom 26. Februar 1960 (TuRRI 
u. SILVESTRI 1960) 
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Labor isoliert!; von BrryERiNcK gelangte sie 1918 an das CBS (Centraal- 
bureau voor Schimmelcultures, Baarn, Niederlande). Vom CBS wurde 
der Stamm 1922 an Kiuyver geschickt, der den Organismus seinerseits 
1926 an die ATCC (American Type Culture Collection, Washington 
7 D.C., USA) abgab. Wir verwenden diese Krainsky-Isolierung als 
Neotypus der Art S. albus. Der gleiche Stamm wurde 1932 an Ducnt 
gesandt, der ihn zum Typus der Art Actinomyces Almquisti Duché 1934 
machte. 

Nicht mit dem Neotypus stimmen folgende, als S. albus bezeichnete 
Stémme tiberein: ATCC 3004 (Waksman) und NRRL B-1685; nach 
ErTLrNcerR u. Mitarb. (1958) handelt es sich dabei um Organismen der 
Art Streptomyces griseus Waksman et Henrici 1948. 

Nur von verhaltnismaBig wenigen, friither als Synonyme zu S. albus 
gestellten Arten sind Typuskulturen vorhanden. An Hand dieser Kul- 
turen la8t sich ein kleiner Teil der Organismen als zu S. albus gehérend 
erkennen, wahrend der gréBere Teil Glieder anderer Arten darstellt. 
Ahnliche Ergebnisse scheinen PrrpHam u. Lyons (1960) erhalten zu haben. 

Von den meisten Arten sind meines Wissens keine Kulturen mehr vor- 
handen, und die oft sehr mangelhaften Beschreibungen erlauben auch 
keine zuverlassige Identifizierung mehr. Diese Arten sind als nomina 
dubia in die Liste der nomina rejicienda aufzunehmen (vgl. International 
Code of Nomenclature of Bacteria and Viruses 1958, Rule 24f 8. 92). 

In neuerer Zeit sind auch Produzenten verschiedener Antibiotica als 
S. albus identifiziert worden. Eine Untersuchung der erhaltlichen Kul- 
turen oder der Beschreibungen zeigt aber, daB sie meist nicht mit dem 
Typusstamm ATCC 618 iibereinstimmen, sondern in andere Arten ein- 
geordnet werden miissen. 


Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) Waksman 
et Henrici. — J. Bact. 46, 339 (1943). 


Typus (Neotypus) 
Streptomyces albus Stamm ATCC 618, isoliert von RAINSKY 1914. 


Synonyme 

Streptotrix alba Rossi-Doria. — Ann. Ist. Ig. sperim., Univ. Roma 1 (N.5.), 
421 (1891). 

Cladothrix alba Macé. — Traité Prat. Bactériol. 3. Aufl. (1897). 

Nocardia alba Chalmers et Christopherson. — Ann. Trop. Med. Parasitol. 10, 
270 (1916). nig 

Nocardia alba Froilano de Mello et St. Antonio Fernandez. — Mem. Asiatic 
Soc. Bengal 7, 105 (1919) (ex Dopex 1935, 8. 725). 

Actinomyces albus Krainsky. — Zbl. Bakt., II. Abt. Orig. 41, 662, 683 (1914). 

Actinomyces albus Waksman et Curtis. — Soil Sci. 1, 117 (1916) (vide etiam 
WaxksmMan 1919, S. 93). 

1 Persénliche Mitteilung von Dr. G. A. pe Vries vom 15. Juli 1960. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 38 25 
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Actinomyces albus Krassilnikow. — Bestimmungsbuch fiir Actinomyceten 
(russisch), Izd. Akad. Nauk SSSR, Moskau 1941. 

Non Streptothrix alba I Sanfelice 1904, nec Streptothrix alba Bellisari 1904, nec 
Actinomyces albus Tarozzi 1909 quae sunt nomina dubia; nec Oospora alba (Preuss) 
Sace. et Vogl. in Saccarpos Syll. Fung. 4, 13, 1886, quae est Hyphomyces sp. 

Actinomyces Almquisti Duché. — Encyclopédie Mycologique 6, 278 (1934). 

Streptomyces aminophilus Wooldridge. — Dtsch. Pat. Anm. DAS 1000966, 17. Jan. 
1957. 

Actinomyces bovis albus Gasperini. — Atti Soc. Tose. Nat. P. V. 9, 64 (1894). 

Actinomyces chromogenus Gasperini p. p. — Zbl. Bakt., Ref. 15, 684 (1894). 


Actinomyces chromogenus alba Lehmann et Neumann. — Atlas und GrundriB 
Bakteriol., 2. Aufl., J. F. Lehmann, Miinchen 1899, 8. 433. 
Streptomyces coelicolor var. aminophilus Wooldridge. — Brit. Pat. 828792, 


24. Sept. 1960. 
Oospora Doriae Sauvageau et Radais. — Ann. Inst. Pasteur 6, 242 (1892) (nom. 
nov. pro nomine Streptotrix alba Rossi-Doria). 
(Non Sporotrichum sp. Dor, quod est nomen dubium). 
Actinomyces flocculus Duché. — Encyclopédie Mycologique 6, 300 (1934). 
Streptomyces flocculus Waksman et Henrici. — Bergey VI, 955 (1948). 
ev. Streptothrix Foerster Gasperini. — Ann. micrograph. (Paris) 2, 462 (1890). 
(Non Streptothrix Foerstert Cohn 1875, quae est nomen dubium.) 
Actinomyces rangoon Erikson. — Med. Res. Council, Spec. Rept. Ser. 203, 36 


(1935)!. 
Nocardia rangoonensis Waksman et Henrici. — Bergey V1, 911 (1948). 
Actinomyces saprophyticus Gasperini. — Ann. Ist. Ig. sperim., Univ. Roma 2 


(N. 8.), 226 (1892) (nom. nov. pro nomine Streptotrix alba Rossi-Doria). 


(Non Nocardia saprophytica Chalmers et Christopherson 1916, quae est nomen 
dubium Streptothrix leucea saprophytica Foulerton et Price-Jones 1902.) 


Untersuchte Kulturen 


Streptomyces albus Stamm ATCC 618 (ETH 24457), isoliert von Krarnsxy 1914; 
Neotypus von Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) Waksman et 
Henrici 1943 und Holotypus von Actinomyces Almquisti Duché 1934. 

Streptomyces albus Stamm Nr. 849 (resp. Nr. C 13 R 5 in Batpaccr 1939, 1940, 
ETH 28481). 

Streptomyces aminophilus Stamm Nepera 1968 (NRRL 2390, ETH 24360 und 
24405); Holotypus von Streptomyces aminophilus Wooldridge 1957 und von 
Streptomyces coelicolor var. aminophilus Wooldridge 1960. 

Streptomyces flocculus Stamm Nr. 373 (ETH 24454), erhalten von Madame 
J. Nicor; Holotypus von Actinomyces flocculus Duché 1934. 

Nocardia rangoonensis Stamm ATCC 6860 (NCTC 1678, ETH 24395); Holo- 
typus von Actinomyces rangoon Erikson 1935. 


Streptomyces sp. Stamm Nr. 1 des Experimentes der Diskussionsgruppe von 
Stockholm 1958 (ETH 24132). 

Streptomyces sp. Stamm Nr. 838 des Mikrobiol. Laboratoriums der Dermatol. 
Klinik des Kantonsspitals Ziirich (ETH 28420); isoliert von Dr. E. FiscHEr aus 
einer Lungenzyste. 


1 Die Synonymie von Nocardia rangoonensis Stamm ATCC 6860 mit Streptomyces 
albus Stamm ATCC 618 wurde bereits von Dr. R. E. Gorpon in einem Brief an 
Dr. F. A. WEIss vom 26. Juli 1957 betont. 
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Charakterisierung 
Sporen ellipsoidisch, 0,8—1,40,4—0,9 « groB, mit glatter Ober- 
flache, selten wenig warzig (Abb. 1). 
Luftmycel weiB, hell weifBgelb oder hell weiBgrau (niveus). 
Sporenketten in kurzen geschlossenen, seltener offenen Spiralen von 
meist 2—5 Windungen; monopodial verzweigt, gelegentlich in wenig 
ausgepragten Wirteln (Photographieen bei Nomr 1960; Abb. 2). 


Abb.1. Sporen von S. albus Stamm ATCC 618, Vgr. etwa 15000ma 


Abb.2. Mikroskopische Morphologie des Luftmycels von S. albus, Vgr. etwa 1600 mal 


Keine Melaninbildung auf peptonhaltigen Nahrmedien und negative 
Tresner-Danga-Reaktion. 

Substratmycel meist weibgelb bis hellgelb, seltener gelbbraun oder 
hellbraun. 


Antibiotica 


Antibioticum 1968 (Nepera) aus Stamm Nepera 1968 sub S. aminophilus 
(Oswap u. Mitarb. 1955—1956, WootpRripGE 1957) resp. Antibioticum NC 1968 
aus Stamm NRRL 2390 sub S. coelicolor var. aminophilus (WOOLDRIDGE 1960). 

25* 


372 R. Hirer: 


IL. Artfremde Glieder, die zu Streptomyces albus gestellt worden sind 


Streptotrix albido-flava Rossi-Doria 1891 = Streptomyces griseus Waksman et 
Henrici 1948 (Errnrncer u. Mitarb. 1958, 8. 348). 

Actinomyces albidus Duché 1934 = Streptomyces griseus Waksman et Henrici 
1948 (ErrLincEeR u. Mitarb. 1958, S. 348). 

Actinomyces albosporeus Krainsky emend. Waksman et Curtis 1916 = Strepto- 
myces griseus Waksman et Henrici 1948 (ErTLrncER u. Mitarb. 1958, S. 348). 

Actinomyces alboviridis Duché 1934 = Streptomyces griseus Waksman et Henrici 
1948 (unpublizierte Untersuchung des Neotypus Stamm Nr. 68; isoliert von 
P. LaBpoureEvur, erhalten von Madame J. Nicorv). 

Streptomyces albus var. cobaltofaciens nom. nud. in TRESNER et Danca 1958 
= Streptomyces albogriseolus Benedict et al. 1954 (persénliche Mitteilung von Dr. 
E. J. Backus vom 27. Juli 1959). 

Actinomyces albus var. cretaceus Wollenweber 1920 vide Oospora cretacea Kriiger 
1890. 

Actinomyces albus var. ochroleucus Wollenweber 1920 vide Actinomyces ochro- 
leucus Neukirch 1902. 

Actinomyces aureus Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces griseus Waksman 
et Henrici 1948 (ErrLincer u. Mitarb. 1958, 8. 349). 

Actinomyces californicus Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces griseus Waks- 
man et Henrici 1948 (ErrnincEr u. Mitarb. 1958, 8. 349). 

Streptothrix candida (Gedanensis II) Petruschky 1898 = Streptomyces griseus 
Waksman et Henrici 1948 (ErrnincerR u. Mitarb. 1958, 8. 349; Non Actinomyces 
candidus Krassilnikoy 1941, qui est nomen dubium). 

Actinomyces cellulosae Krainsky 1914 = Streptomyces griseus Waksman et 
Henrici 1948 (Erriincer u. Mitarb. 1958, 8. 349). 

Actinomyces chromogenus 205 Waksman 1919 vide Actinomyces olivochromogenus 
Bergey et al. 1925. 

Actinomyces citreus Krainsky emend. Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces 
griseus Waksman et Henrici 1948 (ErTLrngEr u. Mitarb. 1958, 8. 349; Non Actino- 
myces citreus Gasperini 1894, qui est nomen dubium). 

Oospora cretacea Kriiger 1890 = Streptomyces griseus Waksman et Henrici 1948 
(ETTLInGER u. Mitarb. 1958, S. 349). 

Actinomyces flavogriseus Duché 1934 = Streptomyces fradiae (Waksman et 
Curtis) Waksman et Henrici 1948 (ErrLincer u. Mitarb. 1958, S. 353). 

Actinomyces flavus Krainsky emend. Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces 
olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici 1948 (ErrLincEr u. Mitarb. 1958, S. 354). 

Actinomyces griseoflavus Krainsky 1914 = Streptomyces griseoflavus (Krainsky) 
Waksman et Henrici 1948 (WaAKSMAN u. Henrictr 1948, S. 948). 

Actinomyces halstedii Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces olivaceus (Waks- 
man) Waksman et Henrici 1948 (Errirnanr u. Mitarb. 1958, S. 354). 

Actinomyces Heimi Duché 1934 = Streptomyces flaveolus (Waksman) Waksman 
et Henrici 1948 (WAKSMAN u. Henricr 1948, S. 936). 

Actinomyces lipmanit Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces griseus Waks- 
man et Henrici 1948 (ErrLovanr u. Mitarb. 1958, 8. 349). 

Actinomyces Krainskyi Duché 1934 = Streptomyces erythraeus (Waksman) 
Waksman et Henrici 1948 (WaksMAN u. Henricr 1948, S. 938). 

Actinomyces lavendulae Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces lavendulae 
(Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 1948 (WaKsMAN u. Henrict 1948, 8. 944), 

Actinomyces mucroflavus Krainsky 1914 = Streptomyces griseus Waksman et 
Henrici 1948 (ETTLINGER u. Mitarb. 1958, S. 349). 
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Actinomyces ochroleucus Neukirch 1902 — Streptomyces griseus Waksman et 
Henrici 1948 (ErrirceEr u. Mitarb. 1958, 8. 348). 

Cladothrix odorifera Rullmann emend. Lachner-Sandoval 1898 = Streptomyces 
griseus Waksman et Henrici 1948 (ETTLINGER u. Mitarb. 1958, S. 349). 

Actinomyces olivochromogenus Bergey et al. 1925 = Streptomyces griseus Waks- 
man et Henrici 1948 (ETrLincER u. Mitarb. 1958, 8. 349). 

Actinomyces phenotolerans Werkman 1934 = Nocardia asteroides (Eppinger) 
Blanchard 1895 (GorDON u. Mra 1957, Bogart u. CeRBON 1959). 

Actinomyces reticuli Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces reticuli (Waksman 
et Curtis) Waksman et Henrici 1948 (WaKxsMaN u. Henrictr 1948, S. 944). 

Actinomyces roseodiastaticus Duché 1934 = Streptomyces griseus Waksman et 
Henrici 1948 (Erriincer u. Mitarb. 1958, S. 349). 

Actinomyces rutgersensis Waksman et Curtis 1916 = Streptomyces griseus Waks- 
man et Henrici 1948 (unpublizierte Untersuchung des Holotypus Stamm ATCC 
3350). 

Streptothrix sanninii Ciferri 1922 (sub Actinomyces sanninii Ciferri in BALDACCI 
1937) = Streptomyces griseus Waksman et Henrici 1948 (unpublizierte Unter- 
suchung des Holotypus CBS Stamm CrrERRt). 

Nocardia transvalensis Pijper et Pullinger 1927 = Nocardia asteroides (Eppinger) 
Blanchard 1895 (Bosaut u. CERBON 1959). 

Actinomyces viridis Duché 1934 = Streptomyces griseus Waksman et Henrici 
1948 [unpublizierte Untersuchung des Holotypus Stamm Nr. 145, erhalten von 
Madame J. Nicor; Non Streptothrix viridis Lombardo-Pellegrino 1903, nec Actino- 
myces viridis Millard et Burr 1926, quae sunt Streptomyces viridis (Lombardo- 
Pellegrino) Waksman 1953]. 

Actinomyces viridochromogenes Krainsky 1914 = Streptomyces viridis (Lom- 
bardo-Pellegrino) Waksman 1953 (unpublizierte Untersuchung des Neotypus CBS 
Stamm WAKSMAN u. CURTIS). 


Ill. Antibiotica aus artfremden oder nicht identifizierbaren Produzenten 


Actinoflocin neben Toyocamycin, Lutea-Faktor, Myxoviromycin, Niger- 
Faktor und Polyenen: siehe bei Toyocamycin. 

Actinomycetin aus Stamm ,,G“ (WxxscH 1937): Der Stamm ,,G* gehért zu 
Streptomyces griseus Waksman et Henrici 1948 (vgl. auch PripHam u. Mitarb. 1958, 
8. 58). 

rp emeih ac neben Mucinase: siehe bei Mucinase. 

Albofungin aus Stamm Nr. 604/36 (CHocHLOov u. LiseRMAN 1959, SOLOVYEVA 
u. Rupaya 1959, SoLovyEva u. Mitarb. 1959, TeBrakina u. CHarkKowsKAYA 1960): 
Die Beschreibung erlaubt keine sichere Identifizierung und eine Kultur war mir 
nicht zuganglich. 

Albomycetin aus Stamm Nr. T-12 (Taxanasut 1954): Der Organismus ist mit 
grauem Luftmycel und Sporenketten ohne Spiralen beschrieben und kann wohl in 
die Art Streptomyces olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici 1948 eingeordnet 
werden (vgl. Hivrrer u. Mitarb. 1961). 

Antibioticum 1—81d—1s aus Stamm NRRL 2490 (Hermann u. Mitarb. 
1957): PripHam u. Mitarb. (1958, 8. 67) haben den Stamm nach eigenen Beob- 
achtungen in die rote Serie der Sektion Spira eingeordnet. 

Antibiotica PA 155A, PA 155B und PA 155X aus Stamm Nr. BA-3972 
(Rao 1960, Marsx u. Mitarb. 1960): Nach der Beschreibung weist der Organismus 
graues bis grau-braunes Luftmycel auf. 

Antibioticum WR 3/17 (Morparskr u. Mitarb. 1959): Weder eine Kultur 
noch eine Beschreibung des Produzenten sind mir bekannt. 
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Imoticidin aus Stamm Nr. B-12-2 und Stamm Nr. C-1-2 (Iyovye u. Mitarb. 
1959): Der Stamm C-1-2 zeigt graues Luftmycel und enge, geschlossene Spiralen; 
er kann zu Streptomyces hygroscopicus (Jensen) Waksman et Henrici 1948 gestellt 
werden. 

Tsomaltose-ihnliches Antibioticum aus Stamm Nr. 2265 (TaKasawa 
1954): Nach dem gelblich-griinlichgrauen Luftmycel und den stark gewellten, in 
Biischeln stehenden Sporenketten, den glatten Sporen und der fehlenden Chromo- 
genitat stelle ich den Stamm Nr. 2265 zur Art Streptomyces griseus Waksman et 
Henrici 1948. 

Lutea-Faktor neben Toyocamycin, Myxoviromycin, Niger-Faktor, Actino- 
flocin und Polyenen: siehe bei Toyocamycin. 

Mucinase neben Actinomycetin aus Stamm Nr. 52, Stamm Nr. 82 usw. (BErR- 
GAMINI 1956): BERGAMINT erhielt die Organismen von Prof. M. WELSCH als Strepto- 
myces albus; es diirfte sich dabei um mit dem Stamm ,,G*‘ (vgl. unter Actinomy- 
cetin) artgleiche Stémme handeln. 

Myxoviromycin neben Toyocamycin, Actinoflocin, Lutea-Faktor, Niger- 
Faktor und Polyenen: siehe bei Toyocamycin. 

Niger-Faktor neben Toyocamycin, Actinoflocin, Lutea-Faktor, Myxoviro- 
mycin und Polyenen: siehe bei Toyocamycin. 

Niromycine aus Stamm Nr. 16d-11, Stamm Nr. 811-Ai und Stamm Nr, 
A 68-T31 (Osaro u. Mitarb. 1960a, 1960b): Nach der Beschreibung zeigt der Or- 
ganismus graues Luftmycel; fiir einen direkten Vergleich waren die Stiémme nicht 
zuganglich. 

Polyene neben Toyocamycin, Actinoflocin, Lutea-Faktor, Myxoviromycin 
und Niger-Faktor: siehe bei Toyocamycin. 

Streptothricin-gruppe A aus Stamm Nr. 91 und Stamm Nr. 284 (OKamt 
1949—1950): Kulturen konnte ich nicht untersuchen, doch werden die Staémme 
mit grauem Luftmycel beschrieben. 

Thiolutin aus Stamm NRRL 2401 (Smnnca u. Mitarb. 1952): Der Stamm zeigt 
Sporenketten in Quirlen und kann zu Streptomyces reticuli (Waksman et Curtis) 
Waksman et Henrici 1948 gestellt werden (vgl. auch PripHam u. Mitarb. 1958, 
8S. 72). 

Toyocamycin neben Actinoflocin, Lutea-Faktor, Myxoviromycin, Niger- 
Faktor und Polyenen aus Stamm Nr. E-212 (Krxucur 1955, Karacrrti u. Mitarb. 
1957): Der Stamm weist graues Luftmycel und Sporen mit Anhiingseln auf. 

Xanthothricin aus einem Stamm ihnlich Streptomyces albus (MACHLOWITZ 
u. Mitarb. 1954): Weder eine Kultur noch eine Beschreibung des Produzenten sind 
mir bekannt. 

Unbenanntes Breitspektrum-Antibioticum (VERNON u. Dyn 1959): 
Weder eine Kultur noch eine Beschreibung des Produzenten sind mir bekannt. 


IV. Verzeichnis der nomina dubia 


Actinomyces acidophilus Jensen 1928. 
(Syn. : Streptomyces acidophilus Waksman et Henrici 1948.) 
Streptothrix alba I Sanfelice 1904. 
(Syn.: Oospora alba I Sartory 1920—1923.) 
Streptothrix alba Bellisari 1904. 
(Syn.: Oospora alba Sartory 1920—1923, 
Actinomyces Bellisari Dodge 1935.) 
Actinomyces alboflavus Waksman et Curtis 1916. 
(Syn.: Streptomyces alboflavus Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces albus Tarozzi 1909. 
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(Syn.: Streptothrix Tarozzii Miescher 1917, 
Actinomyces Tarozzii Dodge 1935.) 
Actinomyces albus acidus Neukirch 1902. 
(Syn.: Actinomyces albus var. acidus Nannizzi 1934.) 
Actinomyces albus var. « Ciferri 1927. 
Actinomyces albus asporogenes Berestnev 1897. 
Actinomyces albus chlamydosporus Krassilnikov 1949. 
Actinomyces albus sterilis Krassilnikov 1941. 
Actinomyces albus var. tossica Rossi 1905. 
(Syn. : Oospora alba var. toxique Sartory 1920—1923, 
Actinomyces tossicus Dodge 1935.) 
Actinomyces albus vulgaris Ciani, ex BaLpacct 1937. 
Actinomyces albus vulgaris Krassilnikov 1949. 
Streptothrix alpha Price- Jones 1900 (ex WAKSMAN et Henrict 1948, sed BALDACCI 
1940 dicit Oospora alpha Price-Jones.) 
Actinomyces annulatus Beijerinck 1912. 
Actinomyces annulatus Wollenweber 1920. 
Actinomyces aromaticus Krassilnikov 1941. 
Hongo artrosporado Ribeyro 1919. 
(Syn.: Actinomyces Ribeyro Dodge 1935, 
Oospora sp. Sartory 1920—1923, Stamm RiBEyRo.) 
Actinomyces Bellisari Dodge 1935 vide Streptothrix alba Bellisari 1904. 
Streptothrix buccalis Goadby 1903. 
Oospora buccalis Roger, Bory et Sartory 1909. 
(Syn.: Discomyces buccalis Brumpt 1910, 
Nocardia buecalis Castellani et Chalmers 1913, 
Actinomyces buccalis Sartory et Bailly 1923.) 
Actinomyces cacaoti Waksman in BUNTING 1932. 
(Syn.: Streptomyces cacaoi Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces candidus Krassilnikov 1941. 
(Syn.: Streptomyces candidus Waksman 1953; non Streptothrix candida (Gedanensis II) 
Petruschky 1898, quae est Streptomyces griseus Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces casei Bernstein et Morton 1934. 
(Syn.: Streptomyces casei Waksman 1953.) 
Streotothrix chromogena Gasperini 1891. 
(Syn.: Cladothrix chromogena Macé 1901, 
Actinomyces chromogenes Krassilnikov 1941, 
Actinomyces chromogenus Gasperini 1894 p. p., 
Oospora chromogenus Lehmann et Neumann 1896, 
Actinomyces chromogenus Lachner-Sandoval 1898, 
Actinomyces niger Brumpt 1927, 
Actinomyces niger Krassilnikov 1949, 
Streptomyces niger Waksman 1953, 
Streptotrix nigra Rossi-Doria 1891, 
ev. Streptothrix nigra Castellani 1913, ex CaAsTELLANI et CHALMERS 1919, 
ev. Nocardia nigra Castellani et Chalmers 1919, 
Actinomyces saprophyticus var. chromogenus Gasperini 1892.) 
Actinomyces cinereo-niger Lieske 1921. 
Actinomyces cinereus niger aromaticus Berestnev 1897. 
(Syn.: Actinomyces cinereonigeraromaticus Neukirch 1902, 
Nocardia cinereonigra Chalmers et Christopherson 1916, 
Actinomyces niger aromaticus Berestnev, ex KRassILNrKov 1949.) 
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Actinomyces circulatus Krassilnikov 1941. 
(Syn.: Streptomyces circulatus Waksman 1953.) 
Actinomyces citreus Gasperini 1894. 
(Syn.: Streptothria citrea Kruse 1896; non Actinomyces citreus Krainsky 1914, qui 
est Streptomyces griseus Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces coremalis Krassilnikov 1949. 
Actinomyces Dassonvillei Brocq-Rousseau 1907. 
(Syn.: Nocardia Dassonvillei Liégard et Landrieu 1911, 
Discomyces Dassonvillei Brumpt 1913, 
Discomyces Dassonvillei Neveu-Lemaire 1921, 
Actinomyces Dassonvillei Brumpt 1927.) 
Actinomyces diastaticus Krainsky 1914. 
(Syn.: Streptomyces diastaticus Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces diastatochromogenus Krainsky 1914. 
(Syn.: Streptomyces diastatochromogenus Waksman et Henrici 1948.) 
Cladothrix dichotoma Macé 1888. 
(Syn.: Nocardia dichotoma Chalmers et Christopherson 1916; non Cladothrix 
dichotoma Cohn 1875, quae est Sphaerotilus dichotomus Migula 1900.) 


Sporotrichum Dori Beurmann et Gougerot 1906 vide Sporotrichum sp. Dor 1906. 
Actinomyces elastica Séhngen et Fol 1914. 
Actinomyces elephantis primigenii Omeljansky, ex KrasstnNrKov 1959. 
Actinomyces erythrochromogenus Krainsky 1914. 
(Syn.: Streptomyces erythrochromogenus Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces exfoliatus Waksman et Curtis 1916. 
(Syn.: Streptomyces exfoliatus Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces fimicarius Duché 1934. 
(Syn.: Streptomyces fimicarius Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces flavochromogenus Krainsky 1914. 
(Syn.: Streptomyces flavochromogenus Waksman et Henrici 1948.) 
Streptothrix Foersteri Cohn 1875. 
(Syn.: Cladothrix Foerstert Zopf 1882, 
Cladothrix Foersteri Winter 1884, 
Nocardia Foerstert Trevisan 1889, 
Oospora Foerstert Sauvageau et Radais 1892, 
Actinomyces Foersteri Gasperini 1894, 
Discomyces Foersteri Gedoelst 1902, 
Cohnistreptothrix Foersteri Pinoy 1913.) 
(Non Streptothrix Foersteri Gasperini 1890, quae est ev. Streptotrix alba Rossi- 
Doria 1891.) 
Discomyces Gartent Brumpt 1910. 
(Syn.: Nocardia Garteni Gougerot 1913, 
Nocardia Garteni Castellani et Chalmers 1913, 
Oospora Garteni Sartory 1920—1923, 
Actinomyces Gartenit Brumpt 1927, 
Cladothrix liquefaciens Nr. 2 Garten 1895, 
Actinomyces liquefaciens Ford 1927.) 
(Non Cladothrix liquefaciens Hesse 1892.) 
Streptothrix gedanansis I Scheele et Petruschky 1897. 
(Syn.: Streptothrix gedanensis Lohlein 1909, 
Nocardia gedanensis Chalmers et Christopherson 1916, 
Discomyces gedanensis Brumpt 1922, 
Actinomyces gedanensis Bergey 1923, 
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Actinomyces gedanensis Brumpt 1927, 
Proactinomyces gedanensis Krassilnikov 1941, 
Streptomyces gedanensis Miiller 1950, 
Streptothrix sp. Scheele et Petruschky, ex Dopan 1935.) 
Actinomyces gelaticus Waksman 1923 vide Actinomyces sp. Nr. 104 Waksman 1919. 
Actinomyces Gougeroti Duché 1934. 
(Syn.: Streptomyces Gougeroti Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces graminearus Berestnev 1897. 
(Syn.: Nocardia graminearum Chalmers et Christopherson 1916.) 
Actinomyces griseus Krainsky 1914. 
(Non Streptomyces griseus Waksman et Henrici 1948; vgl. WaKsMAN 1959b.) 
Oospora Guignardi Sauvageau et Radais 1892. 
(Syn.: Actinomyces Guignardi Ford 1927.) 
Streptothrix humifica Johan-Olsen 1897. 
Cladothrix invulnerabilis Acosta et Grande Rossi 1893. 
(Syn.: Streptothria invulnerabilis Kruse 1896, 
Actinomyces invulnerabilis Lachner-Sandoval 1898, 
Nocardia invulnerabilis Chalmers et Christopherson 1916, 
Actinomyces invulnerabilis Dodge 1935.) 
Streptothrix lathridii Petruschky 1898. 
(Syn.: Streptothrix lathridii Petruschky 1903, ex Batpacct 1940, 
Actinomyces lathridii Ford 1927.) 
Streptothrix leucea saprophytica Foulerton et Price-Jones 1902. 
(Syn.: ev. Streptothrix leucea Foulerton 1912, 
Nocardia saprophytica Chalmers et Christopherson 1916.) 
Actinomyces liesket Duché 1934. 
(Syn.: Streptomyces Lieskei Waksman et Henrici 1948, 
ev. Asteroides Lieskeyt Puntoni et Leonardi 1935.) 
Cladothrix liquefaciens Hesse 1892. 
(Syn.: Discomyces liquefaciens Brumpt 1910, 
Streptothrix liquefaciens Castellani et Chalmers 1913, 
Nocardia liquefaciens Chalmers et Christopherson 1916, 
Oospora liquefaciens Sartory 1920—1923, 
Discomyces liquefaciens Neveu-Lemaire 1921, 
Actinomyces liquefaciens Brumpt 1927.) 
(Non Cladothriz liquefaciens No. 2 Garten 1895, quae est Discomyces Garteni 
Brumpt 1910.) 
Actinomyces Malengoni Duché 1934. 
(Syn.: Streptomyces Malengonit Waksman et Henrici 1948.) 
Streptothrix melanotica Price-Jones 1901. 
Oospora Metchnikovi Sauvageau et Radais 1892. 
(Syn.: Actinomyces Metchnikovi Ford 1927.) 
Nocardia Nicollet Delanoé 1928. 
(Syn.: Actinomyces Nicollet Nannizzi 1934.) 
Actinomyces niger aromaticus Berestnev vide Actinomyces cinereus niger aromati- 
cus Berestnev 1897. 
Streptotrix nigra Rossi-Doria 1891 vide Streptothria chromogena Gasperini 1891. 
Actinomyces nivea Krainsky, ex CHALMERS et CHRISTOPHERSON 1916. 
(Non Streptomyces niveus Smith et al. 1956.) 
Actinomyces nondiastaticus Bergey 1923 vide Actinomyces sp. var. b Bergey 1919. 
Leptothrix oculorum Sorokin, ex CHALMERS et CHRISTOPHERSON 1916, 


Actinomyces odoratus Krassilnikov 1941, 
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Actinomyces poolensis Taubenhaus 1918. 
(Syn.: Streptomyces poolensis Waksman et Henrici 1948, 
sub Actinomyces poolensis (Taubenhaus) Adams 1929 in KrasstLNtKov 1949.) 
Oospora pulmonalis Roger, Bory et Sartory 1909. 
(Syn.: Discomyces pulmonalis Brumpt 1910, 
Nocardia pulmonalis Castellani et Chalmers 1913, 
Actinomyces pulmonalis Sartory et Bailly 1923.) 
Actinomyces pulmonalis Burnett 1909—1910. 
(Syn.: Nocardia pulmonalis Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces putrificans Nikolaieva 1915. 
(Syn.: Streptomyces putrificans Waksman 1953, 
Streptomyces putrificus Waksman 1957.) 
Streptothrix pyogenes Chalmers et Christopherson 1916 vide Streptothrix sp. 
Caminiti 1907. 
Actinomyces Ribeyro Dodge 1935 vide Hongo artrosporado Ribeyro 1919. 
Actinomyces roseus Krainsky 1914. 
(Syn.: Nocardia rosea Chalmers et Christopherson 1916.) 
' (Non Actinomyces roseus Namyslowsky 1912, qui vide sub nomen Actinomyces sp. 
Lowenstein 1910.) 
Actinomyces saprophyticus var. chromogenus Gasperini 1892 vide Streptothrix 
chromogena Gasperini 1891. 
Streptothrix sp. Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3 Almquist 1890. 
Oospora sp. Bodin 1899. 
Streptothrix sp. Caminiti 1907. 
(Syn.: Streptothrix pyogenes Caminiti 1907, ex CHALMERS et CHRISTOPHERSON 1916, 
Actinomyces pyogenes Dodge 1935, 
Proactinomyces pyogenes Krassilnikov 1949.) 
Sporotrichum sp. Dor 1906. 
(Syn.: Sporotrichum Dori Beurmann et Gougerot 1906, 
Discomyces Dori Beurmann et Gougerot 1909, 
Rhinocladium Dori Neveu-Lemaire 1921, 
Oospora Dori Sartory 1920—1923, 
Actinomyces Dori Brumpt 1927, 
Nocardia Dori Vuillemin 1931.) 
(Non Oospora Doriae Sauvageau et Radais 1892, quae est Streptotria alba Rossi- 
Doria 1891.) 
Actinomyces sp. Lowenstein 1910. 
(Syn.: Actinomyces roseus Namyslowsky 1912, 
Discomyces roseus Brumpt 1922.) 
(Non Actinomyces roseus Krainsky 1914.) 
Oospora sp. Sartory 1920—1923 Stamm Rrpryro vide Hongo artrosporado 
Ribeyro 1919. 
Streptothrix sp. Scheele et Petruschky, ex Dopa@n 1935 vide Streptothrix ge- 
danensis I Scheele et Petruschky 1897. 
Actinomyces sp. Nr. 104 Waksman 1919. 
(Syn.: Actinomyces gelaticus Waksman 1923, 
Streptomyces gelaticus Waksman et Henrici 1948.) 
Actinomyces sp. var. b Bergey 1919. 
(Syn.: Actinomyces nondiastaticus Bergey 1923.) 
Actinomyces spinosporus Spini, ex VeLicn 1914. 
Streptothrix Tarozzii Miescher 1917 vide Actinomyces albus Tarozzi 1909. 
Actinomyces tossicus Dodge 1935 vide Actinomyces albus var. tossica Rossi 1905. 
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Summary 

Following a short discussion of the criteria, which characterize and 
differenciate the species, the organism Streptomyces albus (Rossi-Doria 
emend. Krainsky) Waksman et Henrici 1943 is analysed. The import- 
ance of the type-principal is emphasized. Neotype of S.albus is KRAINSKYS 
isolation strain ATCC 618. Among the species, which formerly have 
been designated as synonyms of S. albus, only a small number can be 
identified either as real synonyms or as members of other taxa; most 
must be listed as nomina dubia in the nomina rejicienda. Among the 
antibiotic- producing organisms only strain Nepera 1968 could be identified 
as S. albus. 

Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) Waksman et 
Henrici. J. Bact. 46, 339 (1943). 


Type (neotype) 
Streptomyces albus strain ATCC 618, isolated by Krarnsxy 1914. 


Characterisation 
Spores ellipsoid, 0,8 —1,4 x 0,4—0,9 4 diam., smooth or slightly warty. 
Aerial mycelium white, light-yellowish-white or light-grayish-white 
(niveus). 
Sporophores in short closed, rarely open spirals of mostly 2—5 turns; 
monopodially branched, ev. with whirls. 
No melanin-formation on media containing peptone and negative 


Tresner-Danga-reaction. 
Substrate mycelium mostly yellowish-white or light-yellow, rarely 


yellowish-brown or light-brown. 
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Uber die Besiedelung der Autolyseprodukte 
des Echten Hausschwamms durch Suceessionspilze 
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LUISE KREMPL-LAMPRECHT* 


(Hingegangen am 17. Oktober 1960) 


A. Problemstellung 


Im Rahmen der am hiesigen Institut durchgefiihrten Arbeiten, die im 
weitesten Sinne die Physiologie des Echten Hausschwamms behandeln, 
konnte ich seit einer Reihe von Jahren das Verhalten dieses Pilzes in 
Kultur und am natiirlichen Standort beobachten. Dabei wiederholten 
sich in auffallender Weise zwei Feststellungen immer wieder: einerseits 
breitet sich der Pilz bei giinstigen Umweltsbedingungen in einem be- 
stimmten Wachstumsabschnitt mit nahezu stiirmischer Intensitiét aus 
und ist dabei simtlichen Pilzkonkurrenten (von den Phycomyceten bis zu 
nahe verwandten Basidiomyceten) iiberlegen. Andererseits fallt er inner- 
halb kiirzester Zeit der Besiedelung durch Sekundarpilze anheim, sobald 
Fruchtkérper oder Mycelien aus dem lebenden Verband entfernt werden, 
oder wenn sie bei Erreichung eines bestimmten Alters der natiirlichen 
Autolyse unterliegen. 

Bei den Untersuchungen zur Klairung dieser Erscheinungen schien an- 
fangs die erstgenannte das lohnendere Arbeitsgebiet zu umfassen. Die er- 
wahnte Fahigkeit des Hausschwamms, andere Pilze an ihrem Aufkommen 
zu hindern, lief naimlich auf die Bildung antibiotisch wirksamer Substanzen 
schlieBen. 

In (unveréffentlichten) Versuchen aus den Jahren 1951/53 wurde sowohl eine 
fungistatische als auch bakteriostatische, teilweise sogar bactericide Wirkung von 
Hausschwammstoffwechselprodukten nachgewiesen. 

Die einleitenden Versuche waren zwar nur als ,,vitale Keiminhibition‘‘ (DoLp 
1953/54) zu bewerten. Diese auBerte sich darin, dai conidientragende Mycelstiicke 
von Aspergillus niger, Penicillium glaucum und Cladosporium herbarum bei ihrer 
Ubertragung in Kolben mit 4 Wochen altem, lebendem Hausschwammycel inner- 


halb von 24 Std vollig tiberwuchert und vom Sauerstoffzutritt abgeschnitten 
wurden, ohne jedoch véllig abgetétet zu werden. 


* Herrn Professor Dr. R. Gist zu seinem 70. Geburtstag in Verehrung und 
Dankbarkeit gewidmet. 
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Eine Hemmwirkung wurde aber nicht nur durch den lebenden Hausschwamm 
verursacht, sondern auch durch ausgeschiedene Stoffwechselprodukte. Nach Entfer- 
nung des Mycels enthielt die bewachsene synthetische Nahrlésung noch Substanzen, 
die das Wachstum einer Reihe von Bakterien und Pilzen stark eingsheankton bzw. 
unterbanden, obwohl noch ausreichend anorganische Salze und Kohlenhydrat vor- 
handen waren und das Ma8 der gebildeten Oxalsaure noch tragbar bzw. durch 
CaCO, neutralisiert war. 

In einer zum damaligen Zeitpunkt (1951) erscheinenden Abhandlung von 
OPPERMANN iiber » das antibiotische Verhalten einiger holzzerstérender Basidio- 
myceten“ wurde in Ubereinstimmung mit eigenen Versuchen die Wirkung vom 
lebenden Hausschwamm und vom Kulturfiltrat auf andere Mikroorganismen be- 
schrieben. 

Das bei den eigenen Versuchen 24 Std dialysierte und dann auf !/,, seines Aus- 
gangsvolumens im Vacuum eingeengte Kulturfiltrat zeigte je nach Zugabemenge 
eine Abtétung oder mehr oder minder starke Hemmung von Staphylococcus aureus, 
Bacillus subtilis, Bacillus mesentericus, Bacillus mycoides, Escherichia coli, Pseudo- 
monas pyocyanea, Corynebacterium fascians(?) und zwei unbestimmten Myco- 
bakterien. Gegen 15 getestete Hefen hatte das Konzentrat der Hausschwamm- 
Restlésung keine Wirksamkeit. 

Im Tierversuch mit weifen Mausen ergab sich nach deren Infizierung mit Mause- 
typhus (Salmonella typhi-murium) eine deutliche antibiotische Wirkung des ver- 
wendeten Konzentrats. Die Ausstrichsplatten von Herz, Leber und Milz der in- 
fizierten Maiuse waren nach Verfiitterung des Konzentrats teilweise bereits frei von 
Mausetyphus. Die Versuche wurden nicht mehr fortgesetzt, da einerseits starke 
toxische Wirkungen auf die Versuchstiere auftraten in Form von Ekzemen und Ver- 
groBerung innerer Organe, vor allem der Milz, andererseits weitere Untersuchungen 
weniger mikrobiologische Probleme, als vielmehr medizinische oder chemische 
beriihrten. 

Von nicht geringerem Interesse als die Bildung antibiotisch wirksamer 
Substanzen durch den Hausschwamm ist die eingangs erwahnte andere 
Beobachtung, nimlich die Besiedelung abgestorbenen Hausschwammycels 


durch Successionspulze. 

Trotz Standortsverschiedenheiten einzelner Hausschwammstimme 
(LAMPRECHT 1958) und Jahreszeitenwechsel entsprechen die jeweils auf- 
tretenden Zweitbesiedler mit groBer Konstanz den verschiedenen Ab- 
bauphasen von Hausschwammfruchtkérper und -mycel. Dabei lost eine 
Gesellschaft dieser Folgeorganismen die andere ab und fiihrt langsam 
einen natiirlichen Abbau fort, solange neben verwertbaren organischen 
und anorganischen Resten die nétigen Feuchtigkeitsbedingungen vor- 
handen sind. Diese charakteristischen Successionen im Verlaufe der 
Autolyse und des Abbaues entstehen durch das unterschiedliche Ver- 
halten der einzelnen Organismengruppen gegeniiber den Autolyse- 
produkten des Hausschwamms, die einschrankende Wachstumsgrenzen 
(in bezug auf Verwertbarkeit, py-Wert usw.) schaffen. 


B. Gegeniiberstellung der Autolyse in verschiedenen py-Bereichen 


Um diese Sekundarpilze mit ihren typischen Higenschaften genauer 
untersuchen zu kénnen, war es nétig, zuerst den biologischen Ablauf der 


9 
Arch, Mikrobiol., Bd. 38 26 
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Autolyse des Hausschwamms und die dabei entstehenden Substanzen zu 
ermitteln, die als Nahrstoffe fiir die Zweitbesiedler in Frage kommen, 
seien es nun Bestandteile des Plasmas oder der Membran bzw. deren 
Abbauprodukte. 


Von mafgeblicher Bedeutung bei diesen Untersuchungen war, ob es 
sich um Untersuchungsmaterial aus Kulturen oder um solches vom 
natiirlichen Standort handelte. Im ersten Fall kam es immer zur so- 
genannten sauren Autolyse, im anderen meistens zu einer alka- 
lischen, wenn nicht Mycel und Fruchtkérper schon vorher abgetrocknet 
waren. 

Den grundsatzlichen Unterschied zwischen ,,saurer und alkalischer 
Autolyse“‘ hat Brur (1930) beschrieben. Bei Untersuchungen an Asper- 
gillus niger hatte er festgestellt, daB bei saurer Autolyse der Abbau nicht 
so tiefgreifend, sondern gewissermaBen in seinem Fortschritt bis zur 
NH,-Bildung gehemmt ist. Unter Ubernahme der bei Brur aus- 
fiihrlich beschriebenen Methodik wurden die nachfolgenden Werte 
ermittelt. 


1. Saure Autolyse von Merulius bei Kultur 
auf synthetischer Néhrlésung 

Bei diesem Versuch war es gleichgiiltig, ob physiologisch saure Salze, 
[némlich NH,Cl, (NH,),.HPO, und NH,H,PO,] oder physiologisch al- 
kalische Salze [NaNO,, KNO,, Ca(NO;), und Mg(NO,),| verabreicht 
wurden. Der py-Wert sank ausnahmslos bis auf etwa 2 (manchmal noch 
tiefer) und stieg vereinzelt nach langerer Kulturdauer geringfiigig bis 
etwa 2,5 wieder an. Obwohl makroskopisch in der Zeit bis zur vélligen 
Eintrocknung keine besonderen Veranderungen sichtbar waren, fand ein 
vor allem das Plasma betreffender Abbau statt. Dies ergibt sich aus den in 
Tab.1 aufgezeichneten Versuchsergebnissen, besonders aus den Bestim- 
mungen der Chitinmenge nach verschiedenen Zeitabschnitten. 

Zu den angegebenen Zeiten wurden von jeweils 30 Kulturkolben 25 fiir die 
Chitinherstellung verwendet, 2 Kolben dienten fiir die py-Messung, 2 fiir die NH,- 
Bestimmung in der Nahrlésung und 1 Kolben fiir den qualitativen Nachweis 
organischer N-Verbindungen (Ninhydrinprobe) in der Nahrlésung. Das anfallende 


Mycel aus den 5 letztgenannten Kolben wurde zu gleichen Teilen zur Ermittlung des 
Myceltrockengewichts und des N-Gehalts im Mycel verwendet. 


Nach etwa 15 Tagen setzen bei bestem Mycelzuwachs autolytische 
Vorgange ein. Die Stickstoffmenge im Mycel nimmt absolut bis zu etwa 


50 Tagen zu und sinkt dann langsam, prozentual (auf das Trocken- 
mycelgewicht bezogen) jedoch sinkt sie von Anfang an stetig. 

Kinen tieferen AufschluB iiber die Autolyse ergeben die N-Werte 
jedoch erst, wenn man den auf das Chitin entfallenden N-Anteil dazu in 
Beziehung setzt. Nach 25 Tagen bestehen 17,3°/, der Trockensubstanz 
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aus Chitin’. Bezogen auf eine Gesamt-N-Menge von 3,48 mg im Mycel 
macht also der Anteil des Chitin-N mit 0,755 mg 21,8°/, aus. Dies 
entspricht etwa den normalen Verhiltnissen im Hausschwammycel. 
Unter Beriicksichtigung der geringfiigigen Abnahme von Mycel und 
Chitinmenge gegen Ende der 100tagigen Kulturperiode zeigt die Be- 
ziehung zwischen Mycel-Gesamtstickstoff und Chitin-Stickstoff deutlich 


Tabelle 1. Saure Autolyse auf synthetischer Nahrlésung [mit 0,05 mol (N H,),SO,] 
SSS 


Amino- Pr 
s A ff} N-Gehalt sduren Mycel- aahaie Anteil des 
Alter in der des in der ne: trocken- (°/) des Chitin-N 
(Tage) | PH Nahr- | Mycels Nahr- "| lyse-N _|-gewicht) ar cel- ama 
lésung mg lésung mg (1”110°) gewichtes) Gesamt-N 
mg ee ne mg ba 
hydrin) 
0 6 18,04 
5 5,39 17,95 1 — — 10 x x 
(nicht 
bestimmt) 
10 5,01 ed 2 1 — 12.5 > Ne 
15 3,02 16,28 VESTAS) a (0,01) 24 x Xe 
(7,3°/) | sehr 
schwach | 
20 2,9 14,20 2,49 +- (1,35) 43 x x 
(5,95) 
25 DOG Ie SSE oss +41. | (2,68).| 67 11,6 0,755 
(5,2 %y) (17,3°/) | (21,8°/,) 
30 2,02 11,56 4,07 ++-+ | (2,42) 84 »< x 
(4,85 °/) 
50 2,38 12,79 4,12 (1,13) 92 Dili 1,37 
(4.5/9) (22,99/,) | (88,29/) 
75 2,5 12,94 3,29 +++ | (1,81) 76 18 tle 
(4,33 °/,) (23,7/,) | (85,5 °/») 
100 ein- — 2,87 — — 81 ‘Wey Lgl lias 
ge- (3,55 °/o) (21,8°/o) | (40°/)) 
trock- 
net 


den Effekt der Autolyse: wahrend der Chitin-N-Anteil nach 25 Tagen 
etwa ein Fiinftel darstellte, nimmt er nach 100 Tagen scheinbar das 
Doppelte ein. Dieser Eindruck entsteht dadurch, da® hier durch die 
vor allem das Plasma betreffende Autolyse nur mehr ein Teil des Kiweib- 
Stickstoffes im Mycel erscheint, und so das Verhaltnis von Mycel- 
Stickstoff/Chitinstickstoff stark veraindert. Der stark positive Ausfall der 


1 Dieser Prozentsatz ist ziemlich hoch, wenn man die Angaben von SCHOLL ( 1908) 
damit vergleicht, der fiir Boletus edulis nur etwa 5—6°/, der lufttrockenen (2) Pale 
masse als Chitin angab. PRINGSHEIM u. KRUGER (1932) nahmen an, da das Chitin 
nur einen geringen Teil der Zellwand, nur eine Art ,,Inkrustation’ darstellt, da der 


Gesamtanteil der Zellwandsubstanz bei hdheren Pilzen zwischen 20 —45 °/, liegt. 
26* 


388 Luise Krempu-LAMPRECHT: 


Ninhydrinprobe bestatigt die Anhiufung von Eiweif®produkten in der 
Nahrlésung. Den Hauptanteil stellen verschiedene Aminosauren dar, 
daneben sind wahrscheinlich auch noch gréBere EiweiBbausteine wie 
Peptide und Peptone vorhanden. 

Wie bereits friihere papierchromatographische Untersuchungen (G6rT- 
TING, LAMPRECHT u. HILDINGER 1958) gezeigt haben, enthalt das Haus- 
schwammprotein 12—15 Aminoséuren, deren Menge je nach Herkunft 
des Ausgangsmaterials (natiirliches Mycel, natiirliche Fruchtkérper oder 
Kulturmycel) wechselt. Den Hauptbestandteil macht immer die Glu- 
taminsiure aus mit Werten bis maximal 5,4°/, des GesamteiweiBes. Es 
folgen mit relativ hohen Anteilen Threonin, Valin und Methionin bei 
Fruchtkérper und natiirlichem Luftmycel, wahrend bei Kulturmycel 
Asparaginsdure, Leucin und Alanin, Glycin und Phenylalanin sich an- 
schlieBen. Geringere Mengen entfallen auf Serin, Lysin, Tryptophan, 
Histidin, Prolin und Cystin. 

In der Nahrlésung, auf der der Hausschwamm 7 Wochen kultiviert 
worden war, liefen sich analog zum Mycelhydrolysat alle Komponenten 
wiederfinden, ausgenommen Lysin. Dabei fiel auf, daB der auf einfach ge- 
baute Aminosauren entfallende Prozentsatz etwa um !/, zugenommen 
hatte, daB auch Methionin wieder vorhanden war und auBerdem Amide, 
naimlich sicher Asparagin und wahrscheinlich Harnstoff. 

Die Zunahme der NH}-Menge in der Nahrlésung bei den Messungen 
nach 50 und 75 Tagen unter gleichzeitigem, geringem Steigen des px- 
Wertes laBt ein geringes Austreten von bisher im Mycel gespeichertem 
NH; moglich erscheinen. 


2. Alkalische Autolyse 

Sie 1aBt sich vor allem an den Fruchtkérpern des Echten Haus- 
schwammes am natiirlichen Standort beobachten. Ihr Beginn auBert sich 
darin, daf} erheblich mehr Fliissigkeitstropfen austreten als gew6hnlich, 
anfangs farblos, bald aber hell- bis dunkelbraun werdend. Der py-Wert 
zwischen 8 und 8,5 lat darauf schlieBen, daB sich NH, bei der ein- 
setzenden alkalischen Autolyse bildet und in den Tropfen lést. 

Zur Aufzeichnung des Ablaufs einer alkalischen Autolyse wurden 
Fruchtkorper oder Mycelien mit beginnender Fruchtkérperbildung ver- 
schiedener Standorte in feuchten Kammern ausgelegt und die einzelnen 
Abbaustufen beobachtet. 

Die erste Abbauphase war auch hier durch die Entwicklung grofer 
Mengen von NH, charakterisiert, so daf der ganze Dampfraum der 
Schalen iiber dem autolysierenden Material davon erfiillt war. Die vor- 
handenen Fliissigkeitstropfen gaben stark positiven Ausfall auf Zusatz 
von Nefler’s Reagens. Nach der Phase der NH,-Abgabe machte sich ein 
allmahlich immer deutlicher werdender Geruch nach Aminen bemerkbar. 
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Gleichzeitig war die Mycelmenge auf einen Bruchteil der Ausgangs- 
masse zusammengeschrumpft und eine groBe Menge dunkelbrauner 
Fliissigkeit in die Schale ausgetreten. 

Um genaueren Aufschlu8 iiber die ausgepragten Auslesebedingungen 
zu erhalten, die durch diese Abbausubstanzen nach alkalischer Autolyse 
fiir die Sekundarbesiedler entstehen, wurde das vorhandene Gemisch auf 
seine einzelnen Aminbestandteile untersucht. 


2a) Aminbestimmung 
Dazu wurde die Autolysefliissigkeit vom Pilzmaterial filtriert und mit 5°/, HCl 
versetzt, um die Amine als Chlorhydrate zu binden. Die Menge der nach dem Ein- 
dampfen erhaltenen Trockensubstanz aus der Autolysefliissigkeit schwankte 
zwischen 2,3 °/, und 10°/, des Mycelfrischgewichtes, je nach Art (Mycel oder Frucht- 
kérper) und Herkunft des Pilzmaterials. Neben einem Hauptanteil wasserléslicher 
Substanzen enthielt der Eindampfriickstand auch wasserunlésliche Bestandteile in 


Tabelle 2. Bestimmung der Abbausubstanzen nach alkalischer Autolyse 


Mycel Pee Fruchtk6érper 

Frischgewicht 30 g 37 g 21,5 ¢ 
Eindampfriickstand des Autolysats 2g 2,5 ¢ 0,5 g 
wasserunléslicher Anteil davon LOSS Lba 12°, 
Gesamtstickstoff (Gew.-°/, der Trocken- 

masse), davon entfallen 14°/, LYE 15%, 
auf Methylamin-N 7,4°/, 3,4°/, 4,5°/, 
auf Dimethylamin-N 6,6 °/, 13,6 °/, 10,5 °/, 


(Die Bestimmung des Gesamtstickstoffes erfolgte nach KsELDAuL, die Bestim- 
mung des primaren Stickstoffes nach VAN SLYKE.) 


Mengen zwischen 10 und 15°/). Die Reaktionen (mit Bromphenolblau und Trichlor- 
essigsdure) auf héhere Amine im wasserléslichen Anteil fielen negativ aus, es fehlten 
im Autolysat also héhere Amine, an deren mégliches Vorhandensein gedacht worden 
war, etwa Amylamin oder Tryptamin usw. Dagegen gab der wasserlésliche Anteil bei 
Fruchtkérperautolysat eine schwach positive Ninhydrinreaktion, also den Hinweis 
auf noch nicht vollig autolysierte Eiweifbausteine wie Aminosauren. 

Im wasserunléslichen Anteil waren méglicherweise noch geringe Mengen héher- 
molekularer N-Verbindungen aus dem Autolysat vorhanden. Da jedoch die Menge 
des Gesamtstickstoffes (nach KsELpAHL) dem Anteil der wasserdampffliichtigen 
Amine fast véllig entsprach, konnte die im wasserunléslichen Anteil vorliegende 
geringe N-Menge vernachlassigt werden. 

Wie Tab.2 zeigt, setzte sich die vorhandene N-Menge aus wechselnden 
Anteilen von Methylamin und Dimethylamin zusammen; tertidrer N 
fehlte, Trimethylamin war also nicht unter den Autolyseprodukten. 

Aus den in Tab. 2 angegebenen Werten fiir die im Methylamin bzw. 
Dimethylamin vorliegenden Stickstoffmengen lat sich rechnerisch ein 
Bild der Zusammensetzung des autolysierten Materials ermitteln: 

(z. B.: 7,4°/, primaren Stickstoffs entsprechen 


7,4 ig 67,5 (= M. G. von Methylamin) = 0 th i i 
14 (A. G. Stickstoff) Elan PE SOE 
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Bei Mycelautolysat 
entfallen 35,79/, auf Methylamin und 38,4°/, auf Dimethylamin. 

Im Autolysat von Mycel mit beginnender Fruchtkérperbildung 
entfallen 16,4°/, auf Methylamin und 79,1°/, auf Dimethylamin. 

Im Autolysat von Fruchtkérper allein 
entfallen 21,7°/, auf Methylamin und 61,1°/, auf Dimethylamin. 

Es ist zu beriicksichtigen, da vor dem Freiwerden der Amine eine 
mehr oder minder groBe Menge NH, sich gebildet hatte, die hier nicht 
erfaBt wurde. 

Zur Kontrolle der bisher angegebenen Werte wurde von Strang- und 
Luftmycel mit kleineren Fruchtkérpern sowohl die Autolysefliissigkeit 
als auch die restliche Pilzmasse analysiert. Bei einem Gesamtgewicht von 
52,7 g entfielen auf die Trockenmasse 26,3 g; der wasserlésliche Anteil 
umfaBte 77,7°/, der Rest war wasserunléslich. Der wasserlésliche Anteil 
war auch hier frei von héheren Aminen. Vom wasserunléslichen Anteil 
(der hier also noch die restliche Pilzmasse enthielt!) wurde der Gesamt-N, 
der wahrscheinlich aus héhermolekularen Eiweifbausteinen, Amiden 
usw. besteht, mit 5,07°/, ermittelt. Der N-Anteil der fliichtigen Amine 
betragt 12,75°/, der Trockenmasse, davon entfallen 2,55°/, auf Methyl- 
amin-N und 10,2°/, auf Dimethylamin-N. Bezieht man diese N-Anteile 
wiederum auf die Trockenmasse, so entfallen hier 12,3°/, auf Methyl- 
amin und 59,2°/, auf Dimethylamin. 


2b) Chitinbestimmung 

In gleicher Weise wie bei der Aufzeichnung der sauren Autolyse sollte 
auch hier eine Chitinbestimmung dariiber AufschluB geben, welche Zell- 
bestandteile hauptsachlich der hier rascher verlaufenden Autolyse unter- 
liegen. Dazu wurden Mycelmengen gleichen Ausgangsgewichtes im 
Frischzustand, nach fiinftagiger Autolyse und nach 25taigigem Abbau 
analysiert. 

Im Frischzustand umfabte der Chitinanteil 19,6°/, des Trocken- 
gewichts (Mittelwert aus sechs Proben). Nach 5 Tagen Autolyse in der 
feuchten Kammer betrug der noch fafibare Chitinanteil der gleich groBen 
Mycelausgangsmenge nur noch 16,1°/). Dies besagt, daB die inzwischen 
stattgefundene NH,-Entwicklung nicht nur auf den Abbau des Plasmas, 
sondern auch auf den der Zellwande zuriickzufiihren ist. Nach 25 Tagen, 
innerhalb derer Verfliissigung mit Aminentwicklung stattgefunden 
hatte, war der Anteil des Chitins auf 11°/, gesunken (vgl. saure Autolyse 
mit 17,3°/) Chitin nach 25 Tagen). 

Wie stark bei der alkalischen Autolyse die Zellwandsubstanzen sofort 
in den Abbau mit einbezogen werden, zeigt noch deutlicher eine Gegen- 
iiberstellung der tatséchlich gewogenen Chitinmengen. Dem Ausgangs- 
material von 4,5 g Trockensubstanz entsprachen: Im Frischzustand 


Uber die Besiedelung der Autolyseprodukte des Echten Hausschwamms 391 


882 mg, nach 5 Tagen 725 mg, nach 25 Tagen 495 mg Chitin. Nur mehr 
56°/, der Ausgangsmenge sind also noch vorhanden, die restlichen 44°| 
Chitin wurden innerhalb von 25 Tagen abgebaut. 

Fiir die Tatsache, daB auch die KiweiBsubstanzen hier einem raschen 
und griindlichen Zerfall, wahrscheinlich bis zum NH, unterliegen, spricht, 
daB in der Autolysefliissigkeit (nach der Entfernung der NH,Kompo- 
nente) eine Ninhydrinreaktion auf Aminosduren nicht oder nur mehr 
spurenhaft vorhanden war. 

Mit den hier geschilderten Untersuchungen iiber die Autolyse des Haus- 
schwamms und die dabei entstehenden Produkte, waren die wichtigsten 
Aufschliisse iiber Art und Herkunft der Substanzen gewonnen, die den 
Sekundarbesiedlern als Nahrstoffe zur Verfiigung stehen. Wahrend die 
nach saurer Autolyse hauptsichlich vorliegenden Aminosaiuren und 
Amide fiir die meisten Pilze gut verwertbare N-Quellen sind, schafft 
vor allem das Auftreten von Aminen nach alkalischer Autolyse erheblich 
unginstigere Wachstumsbedingungen. Dariiber hinaus fiihrt die Ver- 
schiebung des pq-Wertes in das alkalische Gebiet fiir Pilze zu extremen 
Bedingungen. 


0 


C. Registrierung der Successionspilze 


Wie die Zahlung und die Bestimmung der vorgefundenen Folgebesied- 
ler zeigte, wirken sich die Unterschiede deutlich auf die Zusammen- 
setzung der Successionsgesellschaften aus, so daB es méglich ist, zwei ver- 
schiedene Gruppen von Pilzen gegeniiberzustellen, je nachdem, ob der 
Hausschwamm einer sauren (—> Gruppe A) oder einer alkalischen Autolyse 
unterlag (— Gruppe B). 

Bei Gruppe A (Tab.3) wurden diejenigen Pilze erfabt, die im Verlauf 
mehrerer Jahre von eingetrockneten Hausschwammycelien (bzw. den 
davon befallenen Baustoffen) isoliert worden waren. Offensichtlich war 
dabei das Mycel am natiirlichen Standort eingetrocknet, so daB stark 
abbauende Fermente nicht zur Wirkung kamen. Als es dann spater von 
auBen her wieder feucht, d.h. besiedelbar, wurde, diirften den Folge- 
besiedlern, in ahnlicher Weise wie nach saurer Autolyse von Kultur- 
mycel, Aminosauren zur Verfiigung gestanden haben. 

Die hier angefiihrten 18 Gattungen waren regelmaBig durch die gleichen 
Arten vertreten, so daB sie als eine Art ,,Leitorganismen“ nach saurer 
Autolyse aufgefaBt wurden. 

Mit einer Auswahl aus der beschriebenen Pilzgemeinschaft, namlich mit den fiinf 
am meisten vorkommenden Gattungen (Aspergillus, Citromyces, Cladosporium, 
Penicillium und Verticillium), wurde noch ein Kontrollversuch angestellt, bei dem 
die Stickstoffquelle einer Czapek-Lésung ersetzt war durch sog. ,, Hausschwammrest- 
losung. Es handelte sich dabei um die synthetische Nahrlésung, auf der Haus- 


schwamm 2 Monate kultiviert worden war, aber ohne die gebildeten Hemmstoffe. 
Zur Entfernung dieser fungistatisch wirkenden Stoffwechselprodukte wurde die 
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Lésung dialysiert und das Dialysewasser, das die als erste Autolyseprodukte gebil- 
deten, einfachen Aminosauren enthielt, wiederum konzentriert. Diese wenn auch 


Tabelle 3. Ubersicht tiber Successionspilze der Gruppe A auf Merulius lacrymans 
IDS nie, ears “a OTe ee paises eel ial i ee 


Absidia glauca 1x 
Acremoniella spec. 1 
Aspergillus candidus 2X 
Aspergillus flavus 11x 
Aspergillus glaucus etwa 25—30 x 

(mit Perithecien) 2x 
Aspergillus nidulans 2x 
Aspergillus niger 10—12x 
Aspergillus rufescens (?) AX 
Aspergillus sydowt rx 
Blastotrichum spec. 1x 
Botrytis cinerea 18x 
Cephalosporium 

acremonium ris 
Cephalosporium spec. 7X 
Citromyces glaber 12x 
Cladosporium cellare 2x 
Cladosporium fumago 2X 
Cladosporium herbarum etwa 40x 
Cylindrocarpon spec. ilps 


Tabelle 4. Ubersicht tiber Successionspilze der Gruppe B 


Alternaria-Stemphylium 3X 
Aspergillus flavus 
Aspergillus glaucus 
Aspergillus niger 
Aspergillus ochraceus 3X 
3 verschiedene, nicht 

bestimmbare Asper- 


etwa 6—8 x 


gillus-Arten 1x 
Botrytis spec. 2x 
Chaetomium indicum 2X 
Chaetomium globosum Ig 
Chaetomium murorum 1x 
Cladobotryum spec. weiB 3x 


Cladobotryum spec. 


grau-schwarz Lx 
Dendrosporium spec. 1x 
Gliocladium spec. 4x 
Mucor racemosus 6x 
Neurospora sitophila (mit schwarzen 

Perithecien) hy 


Fusarium culmorum (?) 1x 
Fusarium oxysporum 1 
Lachnella spec. itd 
Mucor hiemalis ix 
Mucor plumbeus 6x 
Mucor racemosus 8—10x 
Mucor spec. 2x 
Neurospora sitophila 4x 
Paecilomyces spec. 3—5 xX 
Penicillium glaucum etwa 40—50 x 
Penicillium 

brevicompactum etwa 40—50 x 
Penicillium crustaceum etwa 40—50 x 
Penicillium 

glauco-griseum etwa 40—50 x 
3 Penicilliwm-Arten 

(nicht bestimmbar) 40—50 x 
Rhizopus nigricans LIS 
Trichothecium roseum 3X 
Verticillium glaucum 14x 
Verticillium spec. 4x 
Penicillium spe>. 3x 
Rhizopus nigricans 7X 
Sepedonium chryso- 4x 

spermum 
Scopulariopsis spec. 23 Xx 
Sporotrichum carnis (2?) 3X 
Sporotrichum 

chrysospermum 1x 
Sporotrichum grisellum 2X 
Stachybotrys lobulata LX 
Stemphylium botryosum 3X 
Stysanus stemonites 2 
Tilachlidium spec. 2x 
Trichoderma spec (?) Ubes< 
Verticillium affine 7X 
Verticillium 

agaricinum (7?) 1x 
Verticilliwm 

cinnabarinum (?) 1x 


diirftige Stickstoffversorgung reichte aus, um ein maBig gutes Wachstum der fiinf 


Testgattungen zu erméglichen. 
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Die Successionspilze der Gruppe B (Tab.4), die fiir eine neutrale bis 
alkalische Autolyse charakteristisch sind, wurden simtlich von Haus- 
schwammfruchtkérpern isoliert, die schon am natiirlichen Standort in 
verschiedenen Stadien der Zersetzung waren, teilweise unter Entwicklung 
sehr unangenehmer Geriiche. Im Gegensatz zur Folgeassoziation A waren 
die hier isolierten Pilze fast alle in der Rohkultur stark mit Bakterien 
untermischt. Wabrend durch die hohe Wasserstoffionen-Konzentration 
nach saurer Autolyse das Bakterienwachstum unterdriickt wird, kom- 
men nach alkalischer Autolyse die Umweltbedingungen einem solchen 
sehr entgegen, so dafi Bakterien als die erste Folgegesellschaft auftreten, 
an die sich erst nach einiger Zeit die der Pilze anschlieBt. 

Die Pilzsuccessionsgesellschaft selbst ist hier véllig verschieden von der 
nach saurer Autolyse. Sie setzt sich gréBtenteils aus mehr oder minder zu- 
falligen Einzelarten zusammen, nur eine Gattung wurde immer wieder 
und in zahlreichen Arten gefunden, namlich die Gattung Scopu- 
lariopsis. 

Der Gattung Scopulariopsis galt daher das besondere Interesse, einer- 
seits wegen ihrer bekannten Fahigkeit zur Bildung fliichtiger organischer 
(unter Umstinden giftiger) Verbindungen mit Arsen oder verwandten 
Elementen, andererseits, weil sich hierdurch vielleicht eine Méglichkeit 
bot, die in der alteren Hausschwammliteratur des 6fteren erwahnten 
,gesundheitsschadigenden*‘ Higenschaften des Hausschwamms zu 
erklaren. 

Nach GorPpERT-PoLECK (1885) soll z.B. ,,der widrige Geruch des Haus- 
schwammes Kopfschmerzen, Schwindel und nervése Zustainde herbeifiihren 
k6énnen. Auch Mazz (1908) fiihrt an, daB gerade die sehr eiweiBreichen Fruchtkérper 
bei ihrer Faulnis einen ,,pestilenzialischen Gestank‘‘ verbreiten. Versuche von 
GortscHuicn (1895) hingegen hatten gezeigt, da weder giftige noch andersartige 
Gase als bei gewohnlicher HiweiBfaulnis entstehen. 

Nirgends ist aber die Tatsache erwaihnt, daB besonders Fruchtkérper 
fast unmittelbar nach Einsetzen der Autolyse von zahlreichen Folge- 
organismen besiedelt werden und dai der Abbau der hiernoch vorhandenen 
Nahrstoffe nicht selten mit der Entwicklung charakteristisch riechen- 
der Verbindungen gekoppelt ist. Nach eigenen Beobachtungen 1aBt sich 
der entstehende Geruch am haufigsten mit dem von verschiedenen 
Lauchélkomponenten vergleichen, z.B. mit Methylmercaptan (CH, - SH, 
Geruch nach faulem Kohl) oder mit organischen Sulfiden wie Dialkyl- 
sulfiden (Geruch nach Meerrettich). Daneben entwickelten sich manch- 
mal auch fliichtige Verbindungen mit mehr knoblauchartigem Geruchs- 
charakter; vereinzelt trat typischer Phosphingeruch auf!, seltener 
ein penetrant kasiger Geruch. 


1 Er wurde freundlicherweise von mehreren erfahrenen Chemikern unabhangig 
voneinander dem Geruch nach identifiziert. 
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D. Spezielle Untersuchungen 
mit den Scopulariopsis-Folgestammen 


Nach Tuom u. Raper (1949) sind Scopulariopsis-Arten aktiver im 
Abbau stickstoffhaltiger Bestandteile der besiedelten Stoffe als etwa die 
Penicillium-Verwandtschaft. Haufig treten sie daher als Begleiter der Zer- 
stérung zu einem Zeitpunkt auf, nach dem die Penicillien ihre Tatigkeit 
eingestellt haben, also bei fortgeschrittenen Stadien von Abbauprozessen. 
Diese zeitliche Aufeinanderfolge von Penicillium- und Scopulariopsis- 
Arten wurde bei der Autolyse der holzzerstérenden Pilze nicht beobach- 
tet; wie bereits erwihnt, verlaufen hier, entsprechend den zwei Autolyse- 
Typen, die beiden Successionsbesiedelungen ne beneinander. 


1. Der py-Wertals Auslesefaktor 


Im Gegensatz zu den gewohnlichen Schimmelpilzen sind die meisten 
Scopulariopsis-Arten fahig, Nahrmedien mit neutraler bis alkalischer 
Reaktion zu besiedeln, worauf schon THom (1930), HENNEBERG u. 
KNIeFALL (1932), Zacn (1934), LemBxe (1943) sowie THom u. RAPER 
(1949) hinwiesen, wahrend sie z. B. auf Malzagar, einem sonst sehr guten 
Nahrboden, wegen des niederen py-Wertes nur diirftig gedeihen. 

Zur Ermittlung des pg-Einflusses auf das Wachstum wurden 10 Scopulariopsis- 
Stimme, die von verschiedenen Hausschwammfruchtkérpern stammten (ab- 
gekiirzt = HFK), auf Haferflockennahrbéden und modifizierter Henneberg-Lésung 
gezogen, der pq-Gang aufgezeichnet und nach 3 Wochen das Erntetrockengewicht 
bestimmt. 

Dieser Orientierungsversuch erbrachte folgendes Gesamtbild: Der 
optimale py-Wert lag fiir die braunen Stémme zwischen 7 und 8, die 
Wachstumsgrenzen bei etwa px 4 und 9. Fiir die weiblichen Stiimme lag 
das Optimum zwischen 7 und 7,5. Diese optimalen py-Zonen muBten bei 
der Kultivierung und Beobachtung auf verschiedenartigen Nahrbéden, 
die nun mit allen isolierten Scopulariopsis-Stimmen durchgefiihrt wurden, 
beriicksichtigt werden. 

Zum Zwecke einer systematischen Bestimmung, vor allem aber einer 
berechtigten Aufgliederung der Gattung Scopulariopsis in zusammen- 
gehérige Gruppen bedarf es namlich einer Trennungsméglichkeit zwischen 
den oft sehr schwach ausgepriigten Artcharakteristica und den nicht 
selten sehr stark sich auswirkenden nihrbodenbedingten Erscheinungs- 
formen. Um verwandtschaftliche Beziehungen der Scopulariopsis-Arten 
untereinander mit der vorhandenen Nomenklatur in Einklang zu bringen, 
ware es nach THOM u. RAPER notig, alle heute erhiltlichen Arten auf den 
verschiedensten Nahrbéden zu beobachten, denn nur so lassen sich die 
Wirkungen veranderter Kulturbedingungen ausschalten, wie sie bei 
einigen Originalbeschreibungen vorliegen. 
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2. Beschreibung und Bestimmung 
der Scopulariopsis-Folgestimme 


a) Das makroskopische Erscheinungsbild, betreffend Wachs- 
tumsgeschwindigkeit und -intensitaét, Farbe von Mycel und Conidien, 
Oberflachenstruktur, Randform und etwaige Zonenbildung der Kolonien, 
Exsudat, Knétchenbildung. b) Das mikroskopische Bild, wie Bau 
der Conidientrager, Form und Mafe der Conidienketten, der Einzel- 
conidien und Disjunktoren (Konnektive); wenn vorhanden auch der 
Ascocarpe mit Asci und Ascosporen und der sklerotienihnlichen 
Mycelpolster. Letzteres wurde sowohl durch Zeichnung als auch durch 
Mikro-Photo festgehalten. (Eine genauere Charakterisierung dieser 
Stamme wird in einer folgenden Arbeit gegeben.) 

c)Zur Bestimmung der Folge-Scopulariopsis-Arten dienten 
die zusammengefaBten Beschreibungen von THom (1930) und die 
Systematik mit Gruppeneinteilung nach Raprsr u. THom (1949); ferner 
eine Reihe von Originalbeschreibungen einzelner Scopulariopsis-Arten!. 
Dariiber hinaus wurden zum morphologischen Vergleich 25 Original- 
stamme aus dem Centraalbureau fiir Schimmelkulturen in Baarn heran- 
gezogen. Die Artbestimmung der Successionsstamme brachte das in 
Tab.5 niedergelegte Ergebnis. 

Die Bestimmung der Scopulariopsis-Folgestamme zeigte also, dal diese 
am haufigsten auftretende Gattung nur mit relativ wenigen Arten 
vorkommt. 

Es erhob sich daher die Frage, ob bei den Folgestémmen eine beson- 
ders ausgepragte Anpassung vorliege, wobei gewisse Fahigkeiten sichtbar 
werden miiBten, die auf anderem Nahrmaterial oder bei anderen Arten 
dieser Gattung nicht in Erscheinung treten. Dazu kénnte z. B. die Fahig- 
keit zum Chitinabbau gehoéren, die vom gebotenen Nahrboden abhangig 
sein kann, wie von HussEr (1958) gezeigt wurde. Bei seinen Untersuchun- 
gen mit insektent6tenden, chitinabbauenden Pilzen hatte er z.B. fest- 
gestellt, daB hier die Fahigkeit zur Chitinauflosung adaptiv ist und daB 
zusaitzlich gereichte N- und C-Quellen einen Angriff auf das Chitin 
hintanhalten. Da die bisher einzige Priifung tiber den Chitinabbau durch 
eine Scopulariopsis-Art (BUCHERER 1935) negativ verlief, schien es 
lohnend, das Verhalten der Folgestamme nochmals zu kontrollieren, 
wenn ihnen Chitin als C- oder als N- Quelle geboten wird. Ein positives 
Ergebnis wiirde bedeuten, daf ihnen am natiirlichen Standort nicht nur 
Chitin als besiedelbare Substanz zur Verfiigung steht, sondern daB sie 
dadurch gleichzeitig auch zu EiweiBkomponenten der Hausschwamm- 
mycelien Zutritt erlangen kénnten, bevor diese bis zum NH, abgebaut 


werden. 


1 Bestimmungsliteratur in der Schrifttumsangabe mit * gekennzeichnet. 
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Tabelle 5. Die Scopulariopsis-Folgearten 


ConidienmaB 


Stamm 
ee ee ee 
HFK 1 | Scop. brevicaulis (Bainier) 6,438 -6,3 pu 
HFK 2 | Scop. brevicaulis var. glabra 6,04 - 5,24 u 
HFK 3 | Scop. brevicaulis B. 6,46 - 5,76 wu 
HFK 4 | Scop. brevicaulis var. glabra 5,98 + 5,55 
HFK 65 | Scop. insectivora 6,45 - 5,15 uw 
HFK 6 | Scop. brevicaulis B. 5,92 - 5,54 wu 
HFK 7 | Scop. brevicaulis var. alba 6,18 - 5,82 uw 
HFK 8 | Scop. brevicaulis var. alba 5,85 + 5,44 w 
HFK 9 | Scop. alboflavescens 6,12-°5,8 p 
HFK 10 | Scop. alboflavescens 5,11* 4.97 4 
HFK 1/7 Scop. brevicaulis B. 5,74 - 5,41 u 
HFK 72 | Scop. insectivora 6,32 - 5,22 u 
HFK 13 | Scop. brevicaulis B. 6,16°5,5 pw 
HFK 14 | Scop. brevicaulis B. 6,09 - 5,73 u 
HFK 15 | Scop. brevicaulis var. glabra 5,78 - 5,33 we 
HFK 16 | Scop. brevicaulis B. 6,15 - 5,98 u 
HFK 17 | Scop. rufulus 5,62 + 5,04 ye 
HFK 18 | Scop. koningi 5,72 - 5,29 u 
HFK 19 | Scop. koningi | 5,98 - 5,38 u 
HFK 20 | Scop. brevicaulis var. glabra 5,95 - 5,63 
HFK 21 Scop. brevicaulis B. 5,93 - 5,55 ye 
HFK 22 | Scop. sphaerospora 4,38 - 4,21 uw 
HFK 23 | Scop. brumptii (?) 4,45 + 4,37 


3. Verhalten gegentiber Chitin 


Mit einem sehr einfach kombinierten Nahrboden, der neben 25 g Chitin 
nur 1 g K,HPO,, 0,5 g MgSO,, und 0,5 g NaNO, neben 2°/, Agar auf 11 
Wasser enthielt, sollte zuerst gepriift werden, ob Chitin als einzige 
C- Quelle ausreichende Ernihrungsbedingungen fiir die verschiedenen 
Scopulariopsis-Folgestimme bieten kénne. 

Da nach PrinasHEm u. KrRvGER (1932) zwischen tierischem und pflanzlichem 
Chitin kein Unterschied besteht, wurde fiir diesen Versuch kaufliches Crustaceen- 
Reinchitin verwendet, das mehrmals gewaschen wurde. Das getrocknete Chitin 
wurde dann im Mixer noch feiner zerkleinert und mit der genannten Nahrlésung 
vermengt. 

Der pxo-Wert des Nahrbodens lag zwischen 5,5 und 6. Eine Kontrollprobe auf 
Chitosan mit JKJ und H,SO, verd. verblieb negativ. Nach dem Sterilisieren wurde 
durch kriftiges Umschiitteln dafiir gesorgt, daB& die Chitinfléckchen nicht sedimen- 
tierten, sondern im rasch erstarrenden Agar an der Oberfliche blieben, so daB ein 
engerer Kontakt mit den Pilzhyphen méglich war. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe besagen zusammengefaBt, daB von 
den 23 von Hausschwammfruchtkérpern isolierten Scopulariopsis- 
Stiémmen 6 sich durch ein sehr gutes Wachstum auf Chitin als einziger 
C- Quelle auszeichnen, und zwar 5 Vertreter von Scopulariopsis brevi- 
caulis B, naimlich die Stémme von HFK 1, 3, 17, 14 und 16 und Scopu- 
lariopsis brumptii von HFK 23. 
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Bei den iibrigen drei Scopulariopsis brevicaulis-Stammen waren die er- 
zielten Mengen an Mycel und Conidien zwar geringer, aber noch so gut 
und reichlich, wie sie bei einem Hungerwachstum nie auftreten wiirden. 
Wahrend also acht Folgestimme von Scopulariopsis brevicaulis Chitin mehr 
oder minder gut angreifen, war einem Vergleichsstamm aus Baarn diese 
Fahigkeit nicht eigen, wie auch Wiederholungsversuche bestiitigten. Die 
anderen Scopulariopsis-Arten der Folgestiémme erreichten nur mafige 
oder schwache Mycel- und Conidienmengen. 

Neben der Bewertung des Wachstums als MaBstab fiir einen Chitin- 
abbau wurde auch auf die Anwesenheit von Chitosan gepriift. Die Probe 
verlief fast in allen Fallen positiv. 


Zur Kontrolle, ob das Chitosan aus dem Chitin durch die Einwirkung der Pilze 
und nicht durch irgendwelche Abbaureaktionen nach der mechanischen Zer- 
kleinerung und dem Sterilisieren in der Nahrlésung entstanden sei, wurde eine Auf- 
schwemmung von Chitin mit sterilem Wasser (5 g Chitin in gréBeren Blattchen in 
200 cm? Wasser) hergestellt und gréBere Stiicke von Myceldecken der Stamme 
Scop. brevicaulis, Scop. insectivora, Scop. brumptii, Scop. arnoldi und Scop. bestae 
auf dieses Medium gegeben. Nach 4 Wochen hatten in allen Fallen die Myceldecken 
betrachtlich an Umfang zugenommen und dabeidie Chitinflocken mit den Hyphen um- 
sponnen. Die Probe auf Chitosan fiel nach dem Zerreiben von Mycel mit noch an- 
haftenden Chitinresten positiv aus, sprach also fiir die Fahigkeit des Chitinabbaues 
durch einzelne Stémme. (Kontrollen auf die Anwesenheit etwaiger chitinabbauender 
Bakterien verliefen alle negativ.) 

Die Erwartung, da Chitin auch zur N-Versorgung dienen kénne, 
wenn keine anderen N-Lieferanten vorhanden waren, fand ebenfalls eine 
rasche und eindeutige Bestatigung, die sich im guten bis ausgezeichneten 
Wachstum aller Scopulariopsis-Folgestimme auBerte. Die héchsten Er- 
trage lieferten 3 Scopulariopsis brevicaulis-Stimme, namlich von HFK 6, 
Ihitiwbarel WGp 

Als Nahrmedium diente hier eine Czapek-Dox-Lésung, in der an Stelle von 
0,2°/, NaNO, zur N-Versorgung 1,25°/, Chitin geboten wurden. Der py-Wert lag bei 
5,75. 

Obwohl man einschrankend beriicksichtigen mu, da Pilze durch 


, Streckung‘ gewisser Kérpersubstanzen ein Wachstum vortéuschen 
kénnen, besagt das Gesamtergebnis dieser Versuchsreihe, daf Chitin 
sowohl als C- als auch als N- Quelle einen echten Zuwachs erméglichte. 

In den einleitenden Versuchen war gezeigt worden, daf bei alkalischer 
Autolyse die Zellwandsubstanz des Hausschwamms rasch und weit- 
gehend abgebaut wird. Es war daher von weiterem Interesse, ob die 
Scopulariopsis-Successionsflora auch Chitinbruchstiicke verwerten kann, 
wie sie im Verlaufe der Autolyse vielleicht in Form von Glucosamin oder 
anderen Aminen anfallen. 

4. Verhalten gegeniiber Glucosamin 


Auf Glucosamin als N- Quelle reagierten von den Hausschwamm- 
folgestimmen mit sehr gutem Wachstum: 2 Stamme von Scop. brevicaulis 
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alba (7 und 8) und der allgemein sehr wiichsige und widerstandsfahige 
Stamm 6: Scop. brevicaulis. Die iibrigen 7 brevicaulis-Stamme lieferten 
gute Ertrage, ebenso die beiden Vertreter von Scop. insectivora (5 und 12), 
Scop. rufulus (17), Scop. koningi (18), und Scop. brumptii (23). Mehr oder 
minder makig entwickelten sich die Stéamme von Scop. brevicaulis glabra 
(2, 4, 15, 20), von Scop. alboflavescens (9 und 10), Scop. sphaerospora (22), 
und Stamm 19 (Scop. koningi?). 

Wurde Glucosamin zur C-Versorgung gereicht, so blieb das 
Wachstum saimtlicher Scopulariopsis brevicaulis-Stamme maBig, hoch- 
stens maBig gut. Demgegeniiber bildeten die weiben Folgestaémme Scop. 
brevicaulis var. glabra von HFK 2, 4, 15 und 20, und Scop. alboflavescens 
von HFK 9 und 10 rasch und reichlich Conidien aus und zeigten allgemein 
bessere Ertrage, wenn sich auch der Wachstumseffekt von Glucosamin in 
keiner Weise etwa mit dem von Glucose vergleichen laBt. 

Diese auffallende Differenz zwischen dem Verhalten auf Chitin- und 
auf Glucosaminnahrbéden legt den Gedanken nahe, dafi méglicherweise 
bei der Successionsbesiedelung in der Natur die einzelnen Scopulariop- 
sis-Arten zeitlich nacheinander auftreten. Dabei diirften beim ersten 
Angriff auf Chitin die schwarzen und dunkelbraunen Scopulariopsis- 
Arten sicher eine mabgebende Rolle spielen, z.B. Scop. brumptii, 
Scop. sphaerospora und Scop. arnoldi. Hellere Scopulariopsis-Arten, wie 
sie von den Hausschwammfruchtk6érpern isoliert wurden, ittberwuchern 
diese dunklen Arten spater. Daher konnten nur in zwei Fallen an Haus- 
schwammfruchtkérpern schwarze Arten gefunden werden, die jedoch 
schon in der Rohkultur von Scopulariopsis brevicaulis var. glabra ver- 
drangt wurden. 


5. Verhalten gegentiber Methylamin und Dimethylamin 

Zur Klarung des Fragenkomplexes iiber die Verwertung bzw. Auslese- 
wirkung von Autolyseprodukten sollte in einer weiteren Versuchsreihe 
das Verhalten von Scopulariopsis-Arten gegeniiber diesen beiden, bei 
fortschreitender Autolyse nachgewiesenen Aminen gepriift werden. Die 
Wachstumsversuche (durchgefiihrt auf Czapek-Dox-Lésung mit jeweils 
0,001 mol Amin als einziger N- Quelle) erbrachten zusammengefaft fol- 
gendes Bild: 

Methylamin wird von Scopulariopsis-Arten nicht wesentlich besser 
aufgenommen als von gewohnlichen Schimmelpilzen. Nur 4 der 23 Folge- 
stamme reagierten mit wirklich gutem Wachstum, naémlich ein Stamm Scop. 
insectivora (von HFK 45), ein Stamm Scop. brevicaulis B., (von HFK 13), 
Stamm von HFK 79, (? Scop.koningi), und Scop. brumptii (von HFK 23). 

Dimethylamin wurde von Scop. insectivora (Stamm von HFK 5), 
von Scop. koningt (? Stamm von HFK 19), von Scop. sphaerospora 
(Stamm von HFK 22) und von Scop. brumptii (Stamm von HFK 23) 
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gut verwertet, also von Stiémmen, die auch schon auf Methylamin 
groBere Ertrage erzielt hatten. Zw6lf weitere Stamme lieferten mehr oder 
minder maBige Mycel- und Conidienmengen; bei den restlichen war das 
Wachstum schwach. Trotzdem legt das gute Gedeihen der vier erstgenann- 
ten Folgestémme den SchluB nahe, daB das Auftreten von Aminen bei 
der Autolyse das Wachstum gewdhnlicher Schimmelpilze aus der 
Penicillium-Verwandschaft u.d. zugunsten einzelner Scopulariopsis- 
Arten unterdriickt. 


6. Verhalten gegentiber Aminosduren 

Mit dem Nachweis, daB manche Scopulariopsis-Arten fahig sind, Chitin 
anzugreifen, soda ihnen ein Zutritt zum Zellinhalt des besiedelten 
Hausschwammes méglich ist, war als weitere Frage aufgetaucht, unter 
welchen Bedingungen die im Hausschwammprotein vorliegenden Amino- 
sauren, besonders die schwefelhaltigen, von ihnen abgebaut wiirden. 

Da mit Sicherheit angenommen werden konnte, das Scopulariopsis- 
Arten kaum Anspriiche in Form eines komplizierten Stickstoff-Bedarfes 
stellen wiirden, wurde in der betreffenden Versuchsreihe jeweils eine der 
15 nachgewiesenen Aminosiuren (siehe S. 4) in einer Konzentration von 
0,001 mol in der Nahrlo6sung verabreicht. Die Versuche umfaBten nur 
eine Auswahl der Folgestémme, nimlich diejenigen 4 Stémme von Scop. 
brevicaulis B. (1, 3, 11 und 16), deren Angriffsverméogen auf Chitin be- 
sonders stark war; ferner 3 Stamme von Scop. brevicaulis var. glabra (2, 
4und 20), Scop. alboflavescens (10), Scop. brumptiw (Stamm 23) und 
Scop. sphaerospora (Stamm 22). Kin Uberblick iiber die Ergebnisse dieser 
Versuchsreihe ergibt folgendes Bild: 

Bei allen Folgestimmen, mit Ausnahme von Scop. brumptii, rief 
Glutaminsdure, die als einzige Aminosaéure im Hausschwammprotein 
in groBerer Menge, namlich mit etwa 5°/), vorkommt (auch als sog. freie 
Aminosaure), sehr gutes bis ausgezeichnetes Wachstum hervor. Das 
reiche Vorkommen dieses Eiweifbausteines und sein optimaler Wachs- 
tumseffekt gestalten somit bei geeignetem py-Wert die Bedingungen fiir 
die nachfolgenden Scopulariopsis-Arten besonders giinstig. 

Bei allen fiinf Arten zeigte sich weiterhin ein sehr gutes Wachstum auf 
Prolin, das im Hausschwammfruchtk6rper in noch gréBerer Menge vor- 
handen ist als im Mycel. Im Gegensatz zu andern Pilzen (vgl. Ropsins u. 
Mc Vetanr 1946), reagiert die Gattung Scopulariopsis also nicht mit 
Hemmungserscheinungen auf Prolin. 

Charakteristisch fiir die vier Stamme von Scop. brevicaulis B. und die 
beiden schwarzen Arten Scop. brumptii und Scop. sphaerospora war die 
ausgezeichnete Entwicklung auf Phenylalanin, wahrend die tibrigen 
beiden Arten diese Aminosiure nur mit geringem Ertrag verwerten 


konnten. 
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Auch mit Threonin wurden allgemein sehr gute Ertrage erzielt. 
Besonders auffallend war das Verhalten von Methionin, da es unter der 
unangenehmen Geruchsentwicklung nach Methylmercaptan verlief. 

Der Nachweis von CH,SH erfolgte auBer der Geruchsprobe durch die Reaktion 
nach Denigés, wobei ein Tropfen einer 1°/,igen Loésung von Isatin in konz. H,SO, 
an einem ausgezogenen Glasréhrchen hing, das im Stopfen des Kultur-Kolbens 
befestigt war. Nach einiger Zeit trat Griinfarbung ein. 

Der chemische Verlauf dieser Reaktion war bereits Gegenstand umfassender 
Untersuchungen iiber die biologische Methylierung durch CHALLENGER u. Mitarb. 
(1947). Sie berichteten iiber die Spaltung von Mono- und Disulfidbindungen durch 
Pilze, nachdem Scop. brevicaulis aus Brotkulturen, denen Methionin zugesetzt war, 
,,Methylthiol“ entwickelt hatte. Der Abbau soll dabei iiber eine Zwischenstufe, 
namlich die entsprechende Ketosiure CH, - S - CH, - CO - COOH verlaufen. 

Wahrend mit einer intensiven CH,-SH-Entwicklung fiir die Arten 
Scop. brevicaulis, Scop. brumptii und Scop. sphaerospora ein sehr gutes 
Wachstum verbunden war, war letzteres bei den beiden anderen Arten 
geringer. Kine Hemmung jedoch, wie sie z.B. mit S-haltigen Amino- 
sduren speziell bei dermatophytischen Pilzen schon beschrieben worden 
war (KONIGSBAUER 1951), zu denen ja auch zahlreiche Scop.-Arten zahlen, 
trat nirgends auf. Hier sei besonders darauf hingewiesen, daB sich Scop. 
brumptit auch auf Cystein glinzend entwickelte. 

Diese Resistenz mancher Scopulariopsis-Arten gegeniiber Substanzen, 
die fiir andere Pilze bereits giftig wirken, ist mit einer der Griinde, warum 
ihre weitverbreiteten Sporen bei der Besiedelung zahlreicher Standorte 
Fu fassen kénnen. 

In diesem Zusammenhang sei auch auf Beobachtungen von Zosu (1943) verwie- 
sen, nach denen Scopulariopsis-Conidien 29—35 Monate ihre volle Keimfahigkeit 
behielten, also auch hier andere Pilze iibertrafen. Diese Eigenschaften kénnen als 
weitere Ursachen fiir das Auftreten speziell der Gattung Scopulariopsis als Suc- 
cessionspilz angesehen werden. 

Ordnet man die gepriiften Aminosaéuren nach ihrer Eignung, so lassen 
sich folgende Reihen aufstellen: 

Fiir Scop. brevicaulis B.: Glutaminsiure, Prolin, Phenylalanin, Threonin, Valin, 
Methionin, Alanin, Glycin, Leucin, Serin, Cystin, Cystein, Lysin. 

Fiir Scop. brevicaulis var. glabra: Alanin, Prolin, Valin, Threonin, Serin, Glycin, 
Phenylalanin, Leucin, Glutaminsiiure, Cystin, Cystein, Methionin, Lysin. 

Fiir Scop. alboflavescens: Valin, Prolin, Serin, Threonin, Alanin, Glycin, Leucin, 
Glutaminsiure, Methionin, Cystein, Phenylalanin, Cystin, Lysin. 

Fir Scop. brumptii: Phenylalanin, Valin, Alanin, Methionin, Cystein, Prolin, 
Threonin, Glycin, Serin, Cystin, Leucin, Glutaminsiiure, Lysin. 

Fiir Scop. sphaerospora: Phenylalanin, Valin, Alanin, Methionin, Prolin, Threonin, 
Glutaminsiure, Glycin, Serin, Cystin, Leucin, Cystein, Lysin. 

Da sich in der Versuchsreihe iiber den Abbau von Aminosiiuren die 
eingangs geduBerte Vermutung bestitigt hatte, daB der iible Geruch alter 
Hausschwammfruchtkérper auf die Tatigkeit ihrer Folgebesiedler zuriick- 
zufiihren ist, lag es nahe, unter diesem Gesichtspunkt auch eine der 
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bemerkenswertesten physiologischen Eigenschaften der Gattung Scopu- 
lariopsis zu untersuchen, naémlich ihre Fahigkeit, aus Arsen-haltigen 
Bestandteilen fliichtige Arsenverbindungen mit charakteristischem 
Geruch freizumachen. 


7. Verhalten gegentiber Arsenverbindungen 


Schon frith interessierte man sich fiir die Natur des beim Abbau von Arsen- 
verbindungen entstehenden Gases. 1893 bezeichnete Gosto es als Alkylarsin, 
spater hielt Brarneri (1901) es fiir Didthylarsin, Kuason (1914) fiir Athyl- 
kakodyloxyd und wieder andere vermuteten Athylarsin. 1933 bewiesen CHALLENGER 
u. Mitarb., daB das gebildete Gas Trimethylarsin sei. Trotzdem hielt sich in 
zahlreichen Beschreibungen bis in die jiingste Zeit hartnackig die Behauptung, daB 
es sich bei dem knoblauchartig riechenden Gas, das Scopulariopsis-Arten bilden, 
um Diathylarsin handle. 

Unter den Arbeiten, welche diese typische Fahigkeit der Arsenfrei- 
machung unter verschiedensten, meist chemischen Gesichtspunkten be- 
handelten, sei die von Brerrer (1936) besonders erwahnt, da sie einige 
Ergebnisse enthalt, die auch fiir die Frage nach der Successionsbesiede- 
lung von Bedeutung sein diirften. So konnen hiernach durch Scopulariop- 
sis-Arten minimalste Mengen Arsen (wie sie z.B. im menschlichen Blut 
normalerweise vorhanden sind), in fliichtige Verbindungen iiberfiihrt 
und durch den Geruch eindeutig nachgewiesen werden. Andererseits 
sollen aber schon sehr geringe Mengen von Arsen (etwa 10) auf die 
biologische Tatigkeit des Pilzes hemmend wirken. 


Da bis heute noch kein Nachweis dariiber erbracht ist, ob in Haus- 
schwammycel oder -fruchtkorpern solche Spuren an Arsen vorhanden 
sind, die dann bei deren Besiedelung durch Scopulariopsis-Arten frei- 
gemacht werden koénnten, wurde bei orientierenden Versuchen sterili- 
siertes, zerriebenes Hausschwammycel bzw. zerriebenes Fruchtk6rper- 
gewebe als Nahrboden fiir Scopulariopsis-Folgestamme verwendet. Im 
letzteren Falle lieB sich neben dem typischen Pilzgeruch eine Kompo- 
nente feststellen, die stark und deutlich an Arsine erinnerte. 


Die oben erwihnte Hemmwirkung von Arsen soll sich nach BREITER 
(1935/36) bei Gaben von 0,1 mg an bereits mit bloBem Auge. feststellen 
lassen und ihren hauptsachlichen Ausdruck in einer verminderten Atem- 
tatigkeit finden. In einer Versuchsreihe sollten daher Wachstums- bzw. 
Hemmwirkung verschiedener Arsenverbindungen auf simtliche Scopu- 
lariopsis-Arten der Folgegesellschaft beschrieben werden. 

Als Nahrboden diente ein Brot-Kartoftel-Reis-Brei (500 g Schwarzbrot, 500 g 
Kartoffel, 125g Reis auf 11 Wasser) von dem je 20 cm® in Erlenmeyerkolben 
gegeben wurden. Dazu kam je 1mg Na-arsenat, K-arsenat, Na-arsenit oder 


Arsentrioxyd, also eine Arsenmenge, die 50mal héher bemessen war als z. B. die von 
Zacu (1934) verwendete. Die Priifung auf entstandene Arsine erfolgte im Abstand 


von jeweils 3 Tagen. 
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Die verbliiffendste Feststellung dieser Untersuchungsreihe war, da 
sich hier, wo ein unmittelbarer Vergleich méglich war, deutliche Unter- 
schiede in der Geruchsart (!) der einzelnen Scopulariopsis-Arten fest- 
stellen lieBen. Durch Geruchsvergleich mit der Originalsubstanz konnte 
der Geruch siimtlicher brauner Staémme der Art. Scop. brevicaulis und der 
der beiden schwarzen Arten Scop. sphaerospora und Scop. brumptii ein- 
deutig als der von Trimethylarsin erkannt werden. 

Neben dieser Geruchsart zeichneten sich die Staémme Scop. brevi- 
caulis var. glabra und Scop. alboflavescens nicht nur durch einen ,,sehr 
kraftigen‘‘ Arsengeruch (wie Zacu 1934 berichtete) aus, sondern durch 
eine mehr Meerrettich-artige, stechend scharfe Geruchskompo- 
nente. Auf Grund dieses unterschiedlichen Geruchscharakters lassen sich 
diese untereinander naiher verwandten Arten von der vorhergehenden, 
weiter verwandten Gruppe eindeutig unterscheiden. 

Bei der Zusammenstellung von Kulturen mit gleichem Geruch ergaben 
sich noch zwei kleinere, nur schwacher abweichende Gruppen (ebenfalls 
wieder mit der systematischen Zugehorigkeit tibereinstimmend): 1. bei 
den zwei Stéimmen HFK 5 und 1/2 von Scop. insectivora wurde eine 
riibenartige Komponente neben dem Arsengeruch der Brevicaulis- 
Gruppe verzeichnet. Von WEIGMANN u. WOLFF wurde bereits 1909 iiber 
Vertreter der Gattung Scopulariopsis unter solchen Mycelpilzen berich- 
tet, die einen ,,Steckriibengeschmack der Butter verursachen. Auf 
Grund ihrer Zeichnung diirfte es sich bei dem damals nicht bestimmbaren 
Pilz um Scop. brevicaulis var. alba gehandelt haben, der mit Scop. insecti- 
vora nahe verwandt ist. — 2. Bei den Stémmen von HFK 17 (Scop. 
rufulus), 18und 19(Scop. koningi) war neben dem Geruch nach (CH), As 
eine ,,mehr senfolartige Beimischung zu verzeichnen. 

Unter den Mitteilungen iiber die Produktion unangenehm riechender Substanzen 
durch die Gattung Scopulariopsis liegt auch eine von Brine (1940) vor. Sie berichtet 
dabei iiber einen Pilz, der von iiberreifem Camembert isoliert wurde und an dem sie 
bei sehr alten Kulturen ,,den bekannten, intensiven Geruch nach Carbylamin‘‘ be- 
obachtete. Hs ist dies die einzige Literaturangabe, nach der von Scopulariopsis- 
Arten auch Isonitrile gebildet werden sollen. Bei siimtlichen eigenen, schon 8 Monate 
alten Kulturen lieB sich diese Beobachtung nirgends wiederholen. Dies ist insofern 
leicht erklarlich, als der von BLiNc als ,,Scopulariopsis‘‘ angesprochene Pilz nicht zu 
dieser Gattung gehért. Sowohl auf Grund der beigegebenen Zeichnung als auch der 
Beschreibung, nach der es sich um einen ,,blattgriinen bis spinatgriinen Conidien- 
rasen‘‘ des Pilzes handelt, miiBte er in die Verwandtschaft V erticilliwm-Trichoderma 
eingeordnet werden. (Als bisher ohne Ausnahme bestehendes Gattungscharakteristi- 
kum wurde namlich schon von THom (1930) angefiihrt, daB Scopwlariopsis-Arten 
niemals griin sind.) 

Die Wachstumsverhaltnisse simtlicher Folgestimme auf Na- und K- 
arsenat und Arsentrioxyd waren durchgehend sehr gut; Hemmungs- 
erscheinungen irgendwelcher Art waren trotz der hohen Arsenkonzen- 
tration nicht sichtbar. 
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Die Stiimme Scop. brevicaulis B. (1, 3, 6, 11, 13, 14, 16 und 21) bildeten 
reichlich Mycel, das in manchen Kulturen zur Coremienbildung neigte. 
Unter kraftiger Conidienausbildung war nach spiitestens einer Woche die 
Myceloberfliche mit braunen Conidien iibersit. Nach einigen Wochen 
entstanden in mehreren Kulturen sklerotienartige Knoten. 

Die vier Stamme Scop. brevicaulis var. glabra (2, 4, 15 und 20) gediehen 
ausgezeichnet, bei 4 und 14 traten nach etwa 6 Tagen Exsudattrépfchen 
auf, Stamm 20 bildete zahlreiche weiBe Sklerotien. Die Conidienproduk- 
tion setzte bei allen Stémmen rasch und kraftig ein. Stamm 1d iibertraf 
die iibrigen in der Intensitaét der Geruchsbildung. 

Bei den Staémmen Scop. alboflavescens (9 und 10) wurden vereinzelt 
schwarze, kleine Piinktchen, die rudimentiiren Perithecien entsprechen, 
an den Randern der Breinaihrbéden angetroffen. Ihr Wachstum, ihre 
Conidienbildung und Geruchsproduktion waren analog den Scop. brevi- 
caulis var. glabra-Stammen. 

Die Stamme Scop. rufulus (17) und Scop. koningi (18 und 19?) zeigten 
sehr gute Mycel- und Conidienmengen. 

Die Stémme Scop. insectivora (5 und 12) wiesen ebenfalls umfangreiche 
Mycelmengen auf, die samtartig von Conidien tiberzogen waren. 

Die Staimme Scop. brevicaulis var. alba (7 und 8) waren trotz reich- 
licher Conidienmenge weniger wiichsig, ihr Mycel neigte stark zur Core- 
mienbildung. Auf K-arsenat trat bei Stamm 7 ein deutlicher dumpfer 
Pilzgeruch auf. 

Scop. sphaerospora von HFK 22 und Scop. brumptii von HFK 23 
bevorzugten beide K-arsenat, wo die gréBten Mycel- und Conidien- 
mengen auftraten. Die Arsinentbindung war auf allen drei Verbindungen 
gleich gut. 

Auf Na-arsenit war bei sdmtlichen Scopulariopsis-Gruppen das 
Anfangswachstum sehr langsam, so da auch die Bildung der fliichtigen 
Arsenverbindungen spater einsetzte als auf den itibrigen Substanzen. 
Nach etwa 1 Woche aber holten die meisten Kulturen auf und zeigten 
dann ein ausgezeichnetes, gleichmaBiges Wachstum. Unter den schwach 
gehemmten Kulturen waren die Stamme 4, 7 und 8, die zwar gleich gute 
Mycel- und Conidienmengen bildeten, aber einen mehr oder minder 
starken dumpfen Pilzgeruch aufwiesen, wie er von BREITER (1936) bei 
seinen gehemmten Kulturen gefunden worden war. Deutlich reduziert 
waren sowohl die Wachstumsgeschwindigkeit als auch die Wachstums- 
intensitat bei den Stéammen Scop. rufulus (17) und Scop. koningi (18) 
und etwas auch bei Stamm 19. Trotzdem waren auch hier die Myceldecken 
am Ende der vier wéchigen Kulturperiode mit hellen Conidien bedeckt. 

Zur Ermittlung eines etwaigen, reduzierenden Hinflusses auf das Coni- 
dienmaB wurden bei der Reihe mit Na-arsenit die Conidien saimtlicher 


Folgestimme vermessen und in Tab. 6 zusammengestellt. 
AN 
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Tabelle 6. Conidienmafe in Kulturen mit Na-Arsenit 


Conidienform 


stark warzig, rund 
bis citronenférmig 
glatt, fast rund 


grob warzig 


glatt, GroBteil rund- 
lich 

warzig, dazwischen 
viele glatte, langliche 
Formen 

stark warzig, rundlich 


glatt und warzig ge- 
mischt, langlich 


glatt und warzig ge- 
mischt, langlich 

glatt, rundlich, ein- 
zelne linglich 

glatt, langlich-rund 


stark warzig, linglich 
und rund 

warzig-rund, linglich- 
glatt 

stark warzig, (einzelne 
sehr klein) 

stark warzig, meist 
rund 

glatt, rundlich 


stark warzig, rund 
und linglich 

glatt, sehr groBeu. sehr 
kleine Formen, rund 
bis citronenférmig 

glatt, langlich und 
rund 

glatt, langlich 


glatt, rundlich 


warzig, gemischt rund 
und langlich 


glatt, klein, rund 


glatt und schwach 
rauh, klein, rund 


ConidienmaBe auf Natrium-Arsenit 


Langenmittel: 6,39 1, Breitenmittel 5,51 
(kleiner als Querschnitt) 

Langenmittel: 5,97 4, Breitenmittel 5,72 4 
(Lange geringer, Breite gréBer als Querschnitt) 

Langenmittel: 6,4, Breitenmittel 5,7 u 
(etwas kleiner als Querschnitt) 

Langenmittel: 5,97 u, Breitenmittel 5,68 u 
(etwas kleiner als Querschnitt) 

Langenmittel: 6,2 «, Breitenmittel 5,62 s« (etwas 
groBer als Querschnitt) 


Langenmittel: 6,15 , Breitenmittel 5,93 yu 
(etwas gréBer als Querschnitt) 

Langenmittel: 6,32 «4, Breitenmittel 5,45 
(Lange etwas gréBer, Breite geringer als Quer- 
schnitt) 

Langenmittel: 6,53 1, Breitenmittel 5,56 4 
(etwas grdBer als Querschnitt) 

Langenmittel: 6,52 u, Breitenmittel 6,09 
(gréBer als Querschnitt) 

Langenmittel: 6,35 «, Breitenmittel 6,07 4 
(viel gréBer als Querschnitt) 

Langenmittel: 6,11 4, Breitenmittel 5,93 
(gréBer als Querschnitt) 

Liingenmittel: 6,61 4“, Breitenmittel 5,65 
(gréBer als Querschnitt) 

Lingenmittel: 6,51 «, Breitenmittel 5,64 
(gréBer als Querschnitt) 

Lingenmittel: 6,59 4, Breitenmittel 6,42 u 
(gréBer als Querschnitt) 

Lingenmittel: 6,04 «4, Breitenmittel 5,67 1 
(gréBer als Querschnitt) 

Lingenmittel: 6,6 4, Breitenmittel 6,02 1 
(gréBer als Querschnitt) 

Lingenmittel: 6,31 4, Breitenmittel 5,21 u 
(gréBer als Querschnitt) 


Langenmittel: 6,08 «1, Breitenmittel 5,72 
(gréBer als Querschnitt) 

Lingenmittel: 6,58 «, Breitenmittel 5,67 1 
(gréBer als Querschnitt) 

Liangenmittel: 6,65 1, Breitenmittel 6,07 
(gréBer als Querschnitt) 

Liangenmittel: 6,28 1, Breitenmittel 5,46 
(Linge gréRer, Breite geringer als Querschnitts- 
wert) 

Langenmittel: 4,08 1, Breitenmittel 4,09 
(kleiner als Querschnitt) 

Langenmittel: 4,41 u, Breitenmittel 4,21 u 
(kleiner als Querschnitt) 
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ConidienmaBe auf Brot-Kartoffel-Reis-Brei ohne As-Salze (Blindwerte) 


Stamm Stamm 


ete SEL POR ER ne SP 
HFK 1| 6,6 x 6,53 gréBer als mit |HFK 2] 6,92 x 6,18 w viel gréBer als 


As mit As 
HFK 3} 6,46 x 5,81 4 gréBer als mit |HFK 4] 6,67 x 5,86 lt groBer als mit As 
As 


HFK// | 6,5 x 5,84 Lange gréBer, |HFK10| 6,24 x 5,76 u kleiner als mit As 
Breite kleiner 


als mit As 
HFK/6 | 6,572 rund (weilhierrund) |HFK20| 6,51 x 6,12 « Lange kleiner, 
groBer Breite gréBer als 


mit As 


Kin Vergleich zwischen den Blindwertmessungen und den Conidien- 
mafen auf Na-arsenit zeigte also, da die VergréBerung gegeniiber einem 
errechneten Querschnittwert (= Mittel aus den Werten der Kulturen auf 
Czapek-Dox-Lésung, auf Schimmelpilzlésung, auf Wiirze- und Hafer- 
flockenagar) vielmehr auf die optimale Naihrbodenwirkung, als etwa auf 
einen stimulierenden Hinflu® des As zuriickzufiihren ist. 


Eine Hemmung des Pilzwachstums durch As war in keinem Fall nach- 
weisbar. 


Zusammenfassung 


Der biologische Ablauf der Autolyse von Mycel und Fruchtkorper des 
Echten Hausschwammes wurde durch Chitinbestimmungen erfaBt. Dabei 
lassen sich (entsprechend der Benennung nach Beur) zwei Typen feststel- 
len: eine saure Autolyse, wie sie besonders bei kiinstlicher Kultivierung 
auftritt, und eine alkalische Autolyse, die hauptsiachlich die Frucht- 
k6érper am natiirlichen Standort erfaBt. Wahrend die saure Autolyse in 
ihrer Abbautendenz schwacher ist — es werden Aminosiuren in die 
Nahrlésung abgegeben — wird bei alkalischer Autolyse die gesamte Pilz- 
substanz tiefgreifend abgebaut. Die Hauptmenge des vorhandenen Stick- 
stoffes wird in Form von NH3;, von Methylamin und Dimethylamin frei- 
gemacht. 

Entsprechend diesen beiden Autolysetypen treten auf Grund der dabei 
entstehenden Selektion zwei verschiedene Pilzsuccessionsgesellschaften 
auf. Die Arten beider Gesellschaften wurden itiber mehrere Jahre hin 
registriert. Die am haufigsten und mit den meisten Arten vertretene 
Pilzgattung der Gruppe B (= nach alkalischer Autolyse) ist die Gattung 
Scopulariopsis. Unter 23 von Hausschwammfruchtkérpern isolierten 
Stémmen wurden 9 verschiedene Arten bestimmt. 

Die Ursachen fiir das bevorzugte Gedeihen dieser Gattung sind in 
mehreren physiologischen Faktoren zu suchen. 
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1. Die Gattung Scopulariopsis vertragt py-Werte bis 9. 

2. Mehrere der isolierten Folgestémme waren in der Lage, Chitin, die 
Zellwandsubstanz des Hausschwammes, anzugreifen. 

3. Da auch Glucosamin und die beiden nachgewiesenen Amine zur 
Stickstoff-Versorgung ausreichen, kénnte an einen Abbau der Zellwand in 
dieser Reihenfolge gedacht werden. 

4. Die Angriffsfaihigkeit auf Chitin schlieBt gleichzeitig die Méglichkeit 
eines Zugangs zum noch nicht autolysierten Zellinhalt in sich, etwa zu 
den im Hausschwammprotein nachgewiesenen 15 Aminosauren. 

5. Eine auffallende Parallelitat zwischen den im Hausschwamm vor- 
kommenden Aminosiuremengen und ihrem Wachstumseffekt bei Scopu- 
lariopsis-Arten erklart ebenfalls deren bevorzugte Eignung als Sekundar- 
besiedler auf Hausschwamm. 

6. Unter den schwefelhaltigen Aminoséiuren wurde Methionin unter 
Entwicklung von Methylmercaptan von mehreren Arten abgebaut. Dies 
zeigt, daB der iible Geruch alter Fruchtkérper durch die Tatigkeit der 
Successionsbesiedler mitbedingt wird. 

7. Auch das Verhalten der Gattung Scopulariopsis auf verschiedenen 
Arsenverbindungen wurde gepriift. Auber dem bei der Brevicaulis-Gruppe 
ohne Beimischung entstehenden Trimethylarsin zeichneten sich die 
anderen, untereinander naiher verwandten Gruppen dieser Gattung durch 
eigene, charakteristische Geruchsbeimengungen aus. 

Kine Abgrenzung der einzelnen Arten, auf Grund physiologischer und 
morphologischer Characteristika, wird in einer folgenden Abhandlung 
beschrieben. 
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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen 


Ein atypischer Stamm von Pseudomonas iodinum 


Von 
KARIN SCHMIDT 


(Hingegangen am 27. Oktober 1960) 


Im Rahmen von Untersuchungen iiber Bakterien in sauren Heidebéden 
(px 5,7) traten auf Agarplatten stark verschleimte, mit weinroten bis 
violetten Kristallen iibersite Kolonien auf. Dieser Farbstoff erwies sich 
mit dem durch Pseudomonas iodinum gebildeten Iodinin (Phenazin- 
Derivat) identisch. In einigen Eigenschaften verhalt sich der neu isolierte 
Stamm jedoch abweichend. 

Die Bodenprobe stammte aus einer stark eisenhaltigen Schicht im 
Totengrund der Liineburger Heide. Zur Isolierung wurde das Kochsche 
PlattenguBverfahren angewendet. Die farbstoffbildenden Kolonien 
fielen zuerst auf den sauren, auf py 5,5 eingestellten Bouillon-Platten auf. 
Von diesen wurden sie auf neutralen Bouillon-Agar tibertragen, wonach 
sie auf dem sauren Naihrboden nicht wieder anwuchsen. Spater zeigte es 
sich, da die Wachstumsbedingungen fiir den Organismus auf einem 
Agar mit Glycerin (Kiuyvrer 1956; Haynes u. Mitarb. 1956), dem 
0,1 °/, Hefeextrakt (Difco) zugesetzt worden war, am giinstigsten waren; 
auf Bouillon ging die Wuchsfreudigkeit im Laufe der Zeit zuriick. Auch 
fiir die Farbstoffbildung erwies sich der Glycerin-Nahrboden als vorteil- 
haft. Jedoch bildeten die Kolonien unter diesen Bedingungen besonders 
viel und ziahen Schleim. 

Bei diesem Stamm handelt es sich um Stiibchen von 1 - 2,5 w GrédBe, 
die einzeln, doppelt oder in jungen Kulturen auch in kurzen Ketten von 
Doppelstabchen vorliegen. Die Kettenformen verschwinden aber in 
alteren Wachstumsstadien, Die Staébchen sind von einer starken Schleim- 
schicht umgeben. An den ersten drei Bebriitungstagen verbreiten die 
Kulturen einen unangenehmen Geruch, wie er fiir einige Pseudomonaden 
typisch ist. 

Zur Bestimmung des Organismus wurden die iiblichen Testreaktionen 
durchgefiihrt. Ein Vergleich mit den Eigenschaften, die in ,,BERGEY‘ 
(1957) fiir Pseudomonas iodinum angegeben sind, zeigte, daB die beiden 
Staémme in einigen Punkten voneinander abweichen (Tab. 1). 

Zur Frage, unter welchen Bedingungen eine Farbstoffbildung statt- 
findet, wurden bis jetzt nur wenige Versuche gemacht. Das Glycerin des 
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oben angegebenen Nahrmediums wurde durch zehn verschiedene Kohlen- 
hydrate ersetzt. Auf den meisten dieser Nahrbéden war sowohl die 
Schleim- wie auch die Kristallbildung gleich oder ahnlich stark wie auf 
den Platten mit Glycerin. Sehr haufig ging der Kristallbildung eine leichte 
Rotfarbung des Agars voraus. 

Auf Rhamnose und Sorbosewaren Tabelle1. Vergleich stoffwechselphysio- 
Wachstum, Schleimbildung und logischer Merkmale von Pseudomonas 
Farbstoffbildung sehr schlecht. todinum (A) und dem new isolierten 


(Hierzu wurden keine Vergleiche Stamm (B) 
mit Ps. codinum angestellt.) Reaktion | alos 
Versuche iiber den EinfluB von Saurebildung auf Glucose ina itha 


Aminosauren auf die Farbstoff- Indolbildung 
bildung stellte ich in Schiittel- Acetoinbildung 
kulturen an. Dabei wurde wieder Nittitbildung 
das urspriingliche Medium mit ee pooch 
»9-Bildung 
Glycerin verwendet; Pepton  Lackmusmilch 
wurde durch 0,1°/) der zu prii- Caseinabbau 
fenden Aminosaure ersetzt. Die Katalaseaktivitat 
Ergebnisse dieser Untersuchung 
wurden mit denen von Davis (1939) verglichen. Auch hier zeigten sich 
einige Unterschiede in der Reaktionsweise: 


pede [eee {| 


ise | 


Tabelle 2. Iodininbildung durch Pseudomonas iodinum (A) und den neu isolierten 
Stamm (B) mit verschiedenen Aminosduren 


Aminoséuren | A | B | Aminosduren A B 
Pepton + + Histidin + + 
Alanin + Glutaminsaure of — 
Asparagin ++ — | Tryptophan — + 
Arginin + Tyrosin (+) + 


Fiir die Farbstoffgewinnung erwies sich die Schiittelkultur als die 
giinstigste. Die Ausbeute lieB sich durch gute Durchliiftung und Zugabe 
von 3—4°/, Glycerin erhéhen. 

1-L-Erlenmeyerkolben wurden mit 100 ml Nahrmedium gefiillt und bei 28°C 
6—7 Tage geschiittelt. Der Farbstoff setzte sich vorwiegend an der Kolbenwand ab. 
Die Kulturlésung einschlieBlich der Zellen konnte verworfen werden, da sie nur 
wenig und infolge der Schleimbildung schwer extrahierbaren Farbstoff enthielten. 
Die Kulturgefae wurden mit Wasser ausgespiilt und der an der Kolbenwand 
haftende Farbstoff mit 0,5 n NaOH herausgelést. Durch Hinleiten von CO, in die 
klare Lésung wurde der Farbstoff wieder ausgefillt. Der Niederschlag wurde ab- 
zentrifugiert, mehrere Male mit Wasser gewaschen und tiber Nacht bei 50—60°C 
getrocknet. Er lieB sich wegen seiner geringen Léslichkeit schwer wieder aufnehmen. 
Am besten gelang dies mit Chloroform, das 1°/) Hisessig enthielt. Durch Zugabe von 
0,5—1 n NaOH wurde der Farbstoff in die alkalische Phase tiberfiihrt. Die Um- 
kristallisation wurde mehrmals wiederholt, bis die Kristalle rein zu sein schienen. 
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Dann wurden sie wieder bis zur Sattigung in dem Chloroform-Eisessiggemisch auf- 
genommen, bei 6°C auskristallisiert und dann iiber einem Membranfilter ab- 
genutscht. Von diesem liefen sie sich gut abkratzen. 

Zur Gewinnung reinen Todinins aus Schiittelkulturen von Pseudomonas iodinum 
muBte anders vorgegangen werden; dieses setzte sich nicht an der Kolbenwand ab, 
sondern blieb in der Liésung suspendiert. Es lieB sich aber leicht direkt aus der 
Kulturlésung mit dem essigsauren Chloroform ausschiitteln. Die Reinigung erfolgte 
dann nach der oben beschriebenen Weise. 


Zur Identifizierung des vom Heidestamm gebildeten Farbstoffes wur- 
den die spektralen Absorptionskurven der Farbstoffe beider Stamme am 
Beckmann-Spektralphotometer Modell DU zwischen 370 und 600 mu 
aufgenommen (gesittigte Loésung in essigsaurem Chloroform). Die Kurven 
zeigten gleiche Maxima. Auch die [IR-Spektren zeigten die Identitat der 
beiden Farbstoffe. 

Aus den beschriebenen Untersuchungen geht hervor, daf es sich bei 
dem neu isolierten Stamm um eine atypische Form von Pseudomonas 
todinum handelt. Die Abweichungen im physiologischen Verhalten lassen 
sich auf den extremen Standort im sauren nahrstoffarmen Heideboden 
zurickfiihren. 


Fiir die Uberlassung des Stammes von Pseudomonas iodinium danke ich Herrn 
Prof. Dr. To. Wikan. Fiir die Aufnahme und Auswertung der IR-Spektren bin ich 
Herrn Dr. Musso zu Dank verpflichtet. 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Darmstadt 


Zum Mechanismus des enzymatischen Celluloseabbaus 
durch Merulius lacrymans (Wulf.) Fr. * 


Von 
JOSEF WEIGL 


Mit 5 Textabbildungen 


(Hingegangen am 2. November 1960) 


Die alteren Arbeiten iiber den Mechanismus des Celluloseabbaus be- 
fassen sich hauptsachlich mit summarischen Bestimmungen der Cellu- 
laseaktivitat, indem sie die Starke der auftretenden Reduktionswirkung 
oder etwa die Abnahme der Viskositat wahrend der Tatigkeit des Enzyms 
verfolgen. Diese Untersuchungen wurden in vergleichender Weise an 
einer ansehnlichen Zahl von Mikroorganismen ausgefiihrt. Es sei auf die 
folgenden zusammenfassenden Darstellungen verwiesen: Norp u. 
Vitucctr (1948); RrEsrz u. Levinson (1952); Stu u. ReEsE (1952); 
ScoHAFER (1957); ImscHENEZEI (1958). 

Detaillierte Kenntnis vom Mechanismus des Celluloseabbaus ist indes 
nur zu erhalten, wenn man den Abbau derart verfolet, daB man die in 
zeitlich aufeinanderfolgenden Phasen im Reaktionsgemisch vorliegenden 
Intermediarprodukte kennenlernt. Wahrend die bei der Spaltung der 
Cellulose primar auftretenden hochpolymeren, cellodextrinartigen Pro- 
dukte auf Grund ihres Polymerisationsgrades sowie durch elektronen- 
mikroskopische Beobachtungen (NORKRANS u. RansBy 1956) oder auch 
durch osmometrische Bestimmungen des Molekulargewichts (ScHAFER 
1957) charakterisiert werden kénnen, miiBte es méglich sein, den Mecha- 
nismus des Cellodextrin- und Oligosaccharidabbaus durch papier- 
chromatographische Analyse der auftretenden Zwischen- und End- 
produkte zu erschlieBen. 

Nachstehend wird iiber einige Beitraége zur Kenntnis der Verhaltnisse 
bei Merulius lacrymans berichtet. 


Material und Methoden 


I. Kultur des Pilzes. Als Untersuchungsobjekt wurde Merulius lacrymans, der 
echte Hausschwamm, gewahlt, bei dem man mit Recht hohe cellulolytische Aktivi- 
tit voraussetzen darf. Der Pilz wurde meistens auf reinstem Cellulosepulver 


* Teil 2 einer Dissertation der Fakultat fiir Chemie, Biologie, Geologie und 
Mineralogie der Technischen Hochschule Darmstadt. Teil 1 (WxreL 1961). 
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(Schl. & Sch.) kultiviert, das mit folgender Salzlésung getrankt war: H,O 1000 ml; 
KH,PO, 0,7; Na,HPO, 0,3 ¢; MgSO,-7H,0 0,5 g; CaCl, sicc. 0,1 g; NH,NO, 
0,5 g; FeCl, 10°/,ige Lsg. 1 Tropfen; Hoaglands A—Z Lsg. 0,5 ml; Aneurinhydro- 
chlorid 100 y. In manchen Fallen wurde die Kultur auf fliissigen Medien vor- 
genommen; hierbei wurde der Salzlésung ein Kohlenhydratgehalt bis ‘zu 4°/, 
zugesetzt. Durch entsprechend geringe Beschickung der KulturgefiBe mit der 
Nahrlésung wurde dem Pilz ungehemmtes Wachstum auf der Oberfliche er- 
moglicht. 

II. Préparation eines zellfreien Enzymsystems. Die auf Cellulose herangewachse- 
nen Mycelien wurden zusammen mit der unverbrauchten Cellulose in 5 Volum- 
teilen eiskaltem n/10 Acetatpuffer (px 5) aufgeschwemmt und 30 sec in einem Star- 
mix geriihrt. AnschlieSend wurde 20 min bei Zimmertemperatur mafig geschiittelt, 
um ausgiebige Lisung des Proteinmaterials zu erreichen. Die Suspension wurde 
unter Nachwaschen filtriert und das leicht gelbliche Filtrat nach Einengen auf ein 
Drittel des urspriinglichen Volumens (Vacuum, 30°C) einer fraktionierten Ammo- 
niumsulfatfallung unterworfen. Die bei 30°/, Sattigung ausfallende Proteinfraktion 
zeigte geringe Cellobiose- und Cellodextrin-spaltende Fahigkeit. Den Hauptanteil 
an Aktivitat enthielt die folgende, bei 70°/, Ammonsulfatsattigung fallende Frak- 
tion, wahrend durch Erhéhung der Ammonsulfatkonzentration auf 100°/, wiederum 
nur geringe Aktivitat zu erhalten war. Die aktivste Fraktion wurde in 30 ml Acetat- 
puffer (po 5) aufgelést und abermals gefallt. Diese Fallung wurde in 10 ml Acetat- 
puffer (n/20, pu 5) gelést und in gefrorenem Zustand aufbewahrt. Das lagernde 
Enzym verlor binnen 40 Tagen etwa 25°/, seiner Aktivitait. Es baute Starke und 
Amylodextrine nicht ab. 


Es ist nicht gelungen, durch weitere Fallungsprozeduren eine Auftrennung in 
einen Cellobiase- und Cellulaseanteil zu erreichen. Die bei den Fallungen auftretende 
betrachtliche Streuung der Aktivitat tiber mehrere Fraktionen legt die Vermutung 
nahe, daB ein und dasselbe Enzym in verschiedener Bindung vorliegen kann und 
daher keine einheitlichen physikalischen Eigenschaften zeigt. Gestiitzt wird diese 
Annahme durch die Tatsache, daB Rersm u. Gru~ican (1953) in Myrothecium- 
Cellulase drei, MmttEr u. Buum (1956) acht, THomas u. WHITAKER (1958) sieben 
aktive Fraktionen gefunden haben. WutTaKER (1953) erhielt mit anderer Methodik 
jedoch nur eine einheitliche aktive Proteinfraktion. 


Bei Kultur des Pilzes auf 1°/,iger Cellodextrinlésung kann das Mycel durch 
Filtrieren vollstaéndig abgetrennt werden. Das durch Fillung aus der verbleibenden 
Kulturfliissigkeit erhaltene Enzymsystem wies etwa ein Zehntel der Cellobiase- 
aktivitat auf, die in einem aus Nahrlésung 4+ Mycel gewonnenen Enzympraparat 
enthalten war; die Cellobiase scheint demnach vorwiegend im Mycel lokalisiert zu 
sein. Die Cellobiaseaktivitat in der Naihrlésung muB aber auf Ausscheidung eines 
speziellen Enzyms zuriickgefiihrt werden und kann nicht durch mangelnde Spezifi- 
tat der in dem Gemisch enthaltenen Oligasen erklirt werden, wie unsere spiteren 
Versuche zeigen. Die Cellobiase ist in allen Wachstumsphasen des Pilzes in der Nahr- 
lésung nachzuweisen. Das aus der Nahrlésung bereitete Enzymsystem eignet sich 
zum Studium des Cellodextrin- und Cellooligosaccharidabbaus, da hier auftretende 
niedermolekulare Zwischenprodukte infolge der geringen Cellobiaseaktivitat wesent- 
lich langsamer weiterreagieren und so der Analyse zuginglich sind. 


Bei den Praparationen wurde dieAktivitit dadurch gemessen, da die zanehmende 
Reduktionswirkung des Reaktionsgemisches aus Zucker und Enzym festgestellt 
wurde; es diente dazu die Wallenfelssche Methode der Triphenyltetrazolium- 
Reduktion. Diese Methode sowie die Verfahren der Papierchromatographie, der 


Phosphatbestimmung und der Kohlenhydratpraparation sind in der vorhergehenden 
Arbeit beschrieben (WxtaL 1961). 
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Versuchsergebnisse 
I. Abbau von Cellulose 
Radioaktive Cellulose mit einer Aktivitat von etwa 20000 IPM! wurde 
in 1 mlm/10 Acetatpuffer (py 5) suspendiert und mit 0,5 ml aus der 
Nahrlésung bereiteter ,,Cellulaselosung“: versetzt. Je 0,5 ml der Reak- 
tionslésung wurden nach Inkubationszeiten (bei 30°C) von 0; 2 und6Std 


Glucose ; 
; % Glucose 


* & Cellobjose 


Cellobiose 


Cellofriose | 
Cellotriose 


Cellofetraose 


# 
3 


- Cellotetraose ae Ce 
S StarHinie: vor Celp- T= 20°34 si tien gerrendeyy, Calpe 
lta pentaose autwarts yet, oe OT NCGT. 
Abb. 1 Abb. 2 (Vergleichssubstanzen s. Abb.3) 


Abb.1. Abbau radioaktiver, umgefillter Cellulose durch ein Enzymsystem aus der Nahrldsung von 
Merulius lacrymans. Autoradiogramm. 1, 2,3 = Abbauphasen. Versuchsbeschreibung im Text 
Abb.2. Zeitlicher Verlauf des Cellodextrinabbaus durch ein aus dem Kulturfiltrat von Merulius 
lacrymans gewonnenes, an Cellobiase relativ armes Enzymsystem. 7 = 0,2 = 5,3 = 30min, 4=1Std, 
5 = 2 Std Reaktionsdauer. (48 Std absteigend in Butanol/Pyridin/Wasser; mit Benzidin/Trichlor- 
essigsiure besprtiht) 

(1, 2,3 in Abb.1) in einem Wasserbad 10 min auf 100°C erhitzt, mit 
Jonenaustauschern der Ionen entledigt, zentrifugiert, das Uberstehende 
durch Gefriertrocknen eingeengt und zur Chromatographie verwendet. 
Es wurde dreimal je 24 Std in n-Butanol/Dimethylformamid/Wasser 
(2:1:1) aufsteigend chromatographiert und das Chromatogramm 14Tage 

mit Réntgenfilm exponiert. 

Abb.1 zeigt das Autoradiogramm. Hs ist ersichtlich, da beim Abbau 
der Cellulose zuerst (Stadium 2) in groBer Menge langkettige, chromato- 
graphisch nicht wandernde Produkte entstehen (wobei unser Verfahren 


1 Impulse pro Minute. 
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nur die wasserloslichen Substanzen erfaBt), wahrend die niedermole- 
kularen Abbauprodukte (Glucose, Cellobiose, Cellotriose, Cellotetraose) 
noch in relativ geringer Konzentration vorliegen. Da diese nieder- 
molekularen Zucker in Abbauphase 3 gegeniiber Phase 2 noch erheblich 
zugenommen haben, muB man damit rechnen, dab diese Substanzen erst 
sekundar beim Abbau mittellanger Ketten entstehen. Dies ist auch beim 
Abbau hochmolekularer Cellodextrine deutlich geworden (vgl. Abb. 2). 


IT. Mechanismus des Cellodextrinabbaus 


1 ml der cellobiasearmen Enzymlésung wurde mit 4 ml m/10 Acetat- 
puffer (pq 5), der 0,5°/, bei 4°/, Athanol gefiillte Cellodextrine! enthielt, 
bei 30°C inkubiert. Nach Zeitintervallen von 0, 5, 30 min, 1 und 2 Std 
(entspricht in Abb.2 den Phasen 1, 2, 3, 4, 5) wurden 1-ml-Portionen ent- 
nommen und in diesen durch Aufkochen die Reaktion gestoppt. In allen 
Proben wurde dann eine Athanolkonzentration von 20°/, eingestellt 
(1 Std, 20°C) und 5 min bei 3000-¢ zentrifugiert. Die iiberstehende 
klare Lésung wurde nach vorhergehender Entsalzung durch Ionen- 
austauscher (siehe oben) zur Papierchromatographie verwendet. Da die 
Cellodextrine urspriinglich durch Fallung mit 4°/, Alkohol prapariert 
wurden, fiel bei einer Alkoholkonzentration von 20°/, alles der Inku- 
bationsl6sung zugesetzte und wahrend der Reaktion unverandert geblie- 
bene Dextrinmaterial restlos aus (Abb.2; 1); nur die im Laufe der Reaktion 
gebildeten, kiirzerkettigen Kohlenhydrate blieben in Lésung. Es ist weiter 
zu erkennen, daB die ersten Spaltprodukte héhere Oligosaccharide und in 
20 °/, Alkohol lésliche Cellodextrine sind (Abb. 2;2). Cellotetraose tritt be- 
reits in nachweisbaren Mengen auf (Nachweis mit Benzidin/Trichloressig- 
saure), Cellobiose und Glucose sind nicht zu erkennen. Diese Zucker zeigen 
sich erst in spateren Abbauphasen (Abb.2; 3,4,5), was darauf hinweist, 
daB sie nicht durch terminalen Abbau der hochmolekularen Cellodextrine, 
sondern erst bei der Spaltung kiirzerer Ketten gebildet werden. 


III, Abbau der Cellooligosaccharide 


In den Mechanismus des Cellooligosaccharidabbaus konnte auf analoge 
Weise Einblick gewonnen werden, wie dies beim Cellodextrinabbau be- 
schrieben wurde, namlich durch chromatographische Analyse der in 
bestimmten Abbauphasen vorliegenden Zwischenprodukte. Abb.3 zeigt 
den zeitlichen Verlauf der Spaltung von Cellohexaose. Das in die Nahr- 
lésung ausgeschiedene und durch Fallung gewonnene Enzymsystem 
katalysiert einen schnellen Hexaoseabbau, wobei sehr friih und mengen- 
maBig iiberwiegend Cellobiose und Cellotetraose auftreten, wihrend 


1 Nach STAUDINGER (1937) sind Cellodextrine bis zu einem Polymerisationsgrad 
von 100 in Wasser leicht, bis zu einem Polymerisationsgrad von 500 nach vorher- 
gehender Quellung z6gernd léslich. Bei einer Alkoholkonzentration von 4°/, werden 
nur die langstkettigen Dextrine gefallt. 
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Cellotriose in allen Phasen in relativ geringer Menge vorliegt und auch 
Glucose erst nach langerer Reaktionsdauer auftritt. Es ]iBt sich nicht 
sagen, wieweit die Cellotriose aus der Hexaosespaltung, aus der Cello- 
tetraosespaltung oder aus Transglucosidierungsvorgingen bei der 
Cellobiosespaltung entsteht. 

Cellotetraose wird durch das extracellulére Enzymsystem (Abb.4) 
wesentlich langsamer abgebaut als durch ein Enzymsystem, das durch 


Glucose 


Cellobjose 


1  Cellobiose 


Cellotriose Cellotriose 
Cellofetraose %, 
Startlinie.-Cell- eee =) Sfartlinie: Celo- 
VAT a 3048 hexaose i Be ie AS tetraose 
Abb. 3 Abb. 4 


Abb.3. Zeitlicher Verlauf des Cellohexaoseabbaus durch ein extracellulires Enzymsystem von 
Merulius lacrymans. V Vergleichssubstanzen; Reaktionsdauer: 7 = 2, 2 = 6, 3 = 10, 4 = 20, 
5 = 40 min. (48 Std absteigend in Butanol/Pyridin/Wasser chromatographiert; mit Anilinphthalat 
bespriiht) 
Abb. 4. Abbau der Cellotetraose durch ein extracellulires Enzymsystem aus Merulius lacrymans. 
Reaktionsdauer: 7 [B= 80), & 45,4 = 60,5 90 min. (42 Std absteigend in Butanol/Pyridin/ 
Wasser chromatographiert; mit Anilinphthalat bespriiht) 


Aufarbeitung der Hyphen gewonnen wurde. In beiden Fallen gewinnt 
man jedoch das gleiche Bild des Abbaumechanismus: es handelt sich 
zweifellos um iiberwiegende Abspaltung von Glucose. Die im Laufe der 
Reaktion auftretende Cellobiose resultiert sicherlich zum groBen Teil 
aus der Cellotriosespaltung ; Spaltung der Cellotetraose in zwei Cellobiose- 
molekiile diirfte eine untergeordnete Rolle spielen und ist, wenn tiber- 
haupt vorhanden, vom Abbau durch Glucoseabspaltung iiberdeckt. Das 
geht aus dem zeitlichen Verlauf des Abbaus deutlich hervor (Abb. 4). 

In bestimmten Phasen des Oligosaccharidabbaus tritt ein chromato- 
graphisch vor der Cellotriose laufender Zucker auf (in Abb.4; 4 schwach 
erkennbar, auf Originalchromatogrammen deutlich, mit allen auf Zucker 
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spezifischen Spriihreagentien nachweisbar). Die Konstitution des 
Zuckers wurde noch nicht ermittelt; der Befund deutet jedoch vielleicht 
auf gruppeniibertragenden Charakter der beteiligten Enzyme hin. 


IV. Mechanismus der Cellobiosespaltung 

Surru (1949) nahm auf Grund von Kulturversuchen an, da die Cello- 
biose durch Merulius lacrymans phosphorolytisch gespalten wiirde: es 
gelang ihr nicht, den Pilz auf Cellobiose ohne Zusatz von Adenosinmono- 
phosphat erfolgreich zum Wachsen zu bringen. Wir stellten nun fest, daB 
Merulius lacrymans auf eingangs an- 

gegebener Nahrlésung mit 1—4°/, 

Cellobiosegehalt schnell und dauerhaft 


» 
* \ * wachst. Versuche mit phosphatfreier 
% Glucose 


Enzymlésung in Acetatpuffer (m/10, 
& 2 % 2 4 &  Celobiose PH 5) zeigen, daB Merulius lacr ymans 

ein Enzym enthalt, welches Cellobiose 
hydrolytisch zu Glucose _ spaltet 
(Abb.5). Bei der Cellobiosespaltung 
treten voriibergehend Spuren eines 
Trisaccharids auf (Abb.5; 3). 

Bei der enzymatischen Spaltung 
Voge fi Spee Fo 3h der Cellobiose in m/10 Phosphatpuffer 
Wuapniekoasel AM ACrn Taree ee oe ee ee eee eae 
Beschreibung im Text. V Vergleichs. eS anorganischen Phosphats fest- 
substanzen (Glucose und Callobiose); stellen. Somit scheidet auch die an 
J—5 = Abbauphasen. (24 Std in Butanol/ 

Dimethylformamid/Wasser aufsteigend sich berechtigte ©Denkmdglichkeit 

Sere einer fakultativen phosphorolytischen 
Cellobiosespaltung aus. (Kine Cellobiose-Phosphorylase wurde z.B. von 
Sriu. Mitarb., 1957, bei Clostridiwm thermocellum nachgewiesen.) 

Beim weiteren Abbau der Glucose sind Pentosen als Intermediar- 
produkte wahrscheinlich, da aus Mycel chromatographisch nachweisbare 
Mengen dieser Zucker zu gewinnen sind. 


(Trisaccharid) 


Diskussion 

Ks wird immer schwer sein, den enzymatischen Abbau nativer Cellu- 
lose zu erforschen; die Griinde dafiir legen JAYME u. Mitarb. (1938, 1943) 
dar. Die experimentellen Untersuchungen beschranken sich daher auf 
umgefallte und teilweise abgebaute Cellulose. Unsere Versuche zeigen, 
da der enzymatische Abbau von hochpolymeren (bei 4°/, Athanol 
gefallten) Cellodextrinen und von umgefiallter Cellulose durch ein von 
Merulius lacrymans ausgeschiedenes Enzymsystem nicht ein terminales 
, Abbréckeln* von Cellobiose- oder Glucoseeinheiten ist, wie es fiir andere 
Objekte beschrieben wurde (Nistzawa 1955; Prercr 1957) und wie es 
auch fiir den Abbau von Cellodextrinen durch Stachybotrys-,,Cellobiase“‘ 
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zutrifft (JERMYN 1957). Merulius lacrymans besitzt eine Cellulase, die 
eine primare Spaltung in oligomere, chromatographisch nicht wandernde 
Einheiten katalysiert. An zahlreichen anderen Objekten wurde ein ent- 
sprechender Abbaumechanismus festgestellt (WatsmTH 1952; Husz- 
MANN 1954; WHITAKER 1956). 

Erst bei der Spaltung der niedermolekularen Ketten (gepriift wurde 
Cellohexaose) tritt Cellobiose auf. Da bei der Cellohexaosespaltung ge- 
wisse statistische GesetzmaBigkeiten vorzuliegen scheinen (iiberwiegen- 
des Auftreten von Cellobiose und Cellotetraose gegeniiber Cellotriose) ist 
Vorsicht geboten, die Art des Cellooligosaccharidabbaus als ,,Zufalls- 
mechanismus‘‘ zu bezeichnen (WHITAKER 1957). Pazur u. BupovicH 
(1956) haben nachgewiesen, daB beim Abbau der Maltopentaose und 
Maltohexaose durch Speichelamylase entgegen der friiheren Annahme 
eines Zufallsmechanismus bevorzugt die zweite Bindung — vom redu- 
zierenden Ende aus gezahlt — gespalten wird. Es ist durchaus denkbar 
und experimentell nicht widerlegt, da8 nicht nur beim Abbau von Cello- 
oligosacchariden, sondern auch beim Abbau von Cellodextrinen ahnliche 
GesetzmaBigkeiten wirksam sind. 

Kine Untersuchung von GRASSMANN u. Mitarb. (1933) hat ergeben, 
daB beim Celluloseabbau durch Helix zwei Enzyme wirksam sind, eine 
Cellulase und eine Cellobiase. Auch unsere Versuche legen den SchluB 
nahe, daB beim extracelluléren Celluloseabbau durch Merulius lacrymans 
mehrere Enzyme oder Enzymgruppen, die einen verschiedenen Abbau- 
mechanismus katalysieren, ineinandergreifen: eine Cellulase, die die hoch- 
polymeren Cellodextrin- und Celluloseketten zentral angreift ; méglicher- 
weise eine Oligase, die die Spaltung mittellanger Ketten bewerkstelligt 
und deren untere Spezifitétsgrenze nicht genau zu ermitteln war. 
Wahrend jedoch Cellohexaose noch der Spaltung in die entsprechenden - 
di- bis tetrameren Zucker unterliegt, ist Cellotetraose mehr fiir die 
,Cellobiase‘‘ als Substrat zugianglich. Die ,,Cellobiase“‘ spaltet von Cello- 
biose und den niederen Homologen Glucose ab. Dem durch Merulius 
lacrymans gebildeten, cellobiosespaltenden Enzym mu& entgegen der 
Vermutung von Smira (1949) der Charakter einer Hydrolase zugeschrie- 
ben werden. Es mehren sich die Befunde, wonach Pilzcellobiasen hydro- 
lysierende Enzyme mit gruppeniibertragender Wirkungsweise sind, was 
durch voriibergehendes Auftreten von Oligosacchariden bei der Hydro- 
lyse gezeigt wird (vgl. Grrr u. Mitarb. 1954; Busron u. JaBBar 1954; 
Crook u. STONE 1957). 

Zusammenfassung 

1. Es wurde erkannt, daB der enzymatische Cellulose- und Cellodextrin- 
abbau durch ein extracellulares Enzymsystem von Merulius lacrymans 
keinen Abbruch endstandiger Glucose- oder Cellobioseeinheiten darstellt, 
sondern eine zentrale Spaltung der Ketten. 
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2. Bei der Spaltung von Cellohexaose hingegen iiberwiegt das Auf- 
treten von Cellobiose und Cellotetraose gegeniiber Cellotriose; dies 
spricht fiir die Wirkung eines — wenigstens statistisch tiberwiegenden — 
Cellobiose-abspaltenden Mechanismus und gegen einen bloBen Zufalls- 
mechanismus beim Abbau von Cellohexaose und den anderen oligomeren 
Zuckern. 

3. Die untere Spezifitatsgrenze des hierbei wirksamen Enzyms konnte 
nicht genau ermittelt werden; wéhrend jedoch Cellohexaose noch tiber- 
wiegend in die di- bis tetrameren Zucker gespalten wird, ist Cellotetraose 
bereits mehr fiir die ,,Cellobiase‘‘ als Substrat geeignet und wird vor- 
wiegend durch Glucoseabspaltung abgebaut. 

4. Die Merulius-Cellobiase ist eine Hydrolase mit transglucosidieren- 
den Eigenschaften: im Laufe ihrer Wirkung auf Cellobiose tritt voriiber- 
gehend ein Trisaccharid auf. 


Die beiden Arbeiten! wurden teilweise mit Apparaten der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft durchgefiihrt. Herrn Professor Dr. H. ZreGLER danke ich fiir 
die vortreffliche Anleitung und Unterstiitzung, Herrn Professor Dr. F. LyNEN und 
Herrn Privatdozenten Dr. L. JAmNICKE, Biochemisches Institut der Universitat 
Miinchen, fiir wertvolle Ratschlage. 
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